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Resumen

Estudios recientes muestran que la exposicion cronica al herbicida atrazina (ATR)
provoca alteraciones en la actividad locomotora y el sistema dopaminérgico de ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley, sin embargo, existe evidencia que sugiere un
efecto sexo-dependiente de la ATR en diferentes modelos animales por lo que el
objetivo del presente trabajo fue evaluar si la exposicion cronica a la ATR provoca
hiperactividad en ratas hembra. Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-
Dawley divididas al azar en tres grupos. Dos grupos fueron expuestos diariamente
a1l 610 mgde ATR/kg de peso corporal en el alimento mientras que el grupo control
recibié alimento sin ATR durante 14 meses. Se evalud la actividad locomotora
espontanea mensualmente durante 12 meses y entre los 13 y 14 meses de
exposicibn se evalué la ansiedad, la memoria egocéntrica y espacial, la
habituacién/discriminacion olfativa y la coordinacién motora de los sujetos, asi como
los niveles de monoaminas en las estructuras cerebrales que integran los sistemas
dopaminérgicos. Se observé que tanto el grupo expuesto a 1 6 10 mg ATR
presentaron hipoactividad vertical comparados con el grupo control solo después
del primer mes de exposicion, asi como alteraciones en el proceso de habituacion
y discriminacion olfativa de olores no sociales y sociales a los 14 meses. No se
observaron alteraciones en la ansiedad, en la memoria espacial y egocéntrica, en
la coordinacion motora y en las concentraciones de dopamina y sus metabolitos en
ninguna region cerebral de los sujetos de los diferentes grupos experimentales.
Estos resultados sugieren que las hembras presentan afecciones en la capacidad
olfativa después de una exposicion cronica a ATR pero una mayor sensibilidad a los
efectos neurotéxicos de la ATR en la actividad locomotora espontanea solo en
etapas tempranas del desarrollo ya que estudios previos de nuestro grupo han
mostrado que la exposicion cronica a 10 mg ATR durante 10 a 12 meses result6 en
hiperactividad, mayores indices de ansiedad y deficiencias en la coordinacion
motora en ratas macho y estos resultados se correlacionan con un decremento en

la concentracion de dopamina estriatal.



Abstract

Recent studies show that chronic exposure to the herbicide atrazine (ATR) causes
alterations in locomotor activity and the dopaminergic system of male rats of the
Sprague-Dawley strain, however, there is evidence suggesting a sex-dependent
effect of atrazine in different animal models, so the objective of this study was to
evaluate whether chronic exposure to ATR causes hyperactivity in female rats.
Female rats of the Sprague-Dawley strain randomly divided into three groups were
used. Two groups were exposed daily to 1 or 10 mg ATR/kg body weight in food
while the control group received food without ATR for 14 months. Spontaneous
locomotor activity was evaluated monthly for 12 months while anxiety, egocentric,
spatial memory, olfactory habituation/discrimination and motor coordination were
evaluated between 13 and 14 months of ATR exposure, as well as the levels of
monoamines in the brain structures that integrate the dopaminergic systems. It was
observed that both the group exposed to 1 or 10 mg ATR presented vertical
hypoactivity compared to the control group only after the first month of exposure, as
well as alterations in the habituation process and olfactory discrimination of non-
social and social odors at 14 months. No alterations were observed in anxiety, in
spatial and egocentric memory, in motor coordination and in the levels of dopamine
and its metabolites in any brain region of the subjects of the different experimental
groups. These results suggest that females show impaired olfactory capacity after
chronic exposure to ATR but greater sensitivity to the neurotoxic effects of ATR on
spontaneous locomotor activity only in early stages of development as previous
studies by our group have shown that chronic exposure to 10 mg ATR for 10 to 12
months resulted in hyperactivity, higher rates of anxiety, and impaired motor
coordination in male rats, and these results correlate with decreased striatal

dopamine levels.



Abreviaturas

6-OHDA
AChE
ATR
AV
AVT
BLA
BO

CB
CEE
CGL
CGr
CGs
CM
CNO
CPE
CPF
CPGs
CPI
CSAC
CYP
DA
DACT
DAT
DE

DIP
DMT
doplrl
doplr2
dop2r
DOPAC
dopecr
DPN
EEM
EP
FAO
GnRH
GPm
GST
HVA

1-metil-4-fenilpiridinio y la 6-hidroxidopamina
Acetilcolinesterasa

Atrazina

Apertura vaginal

Area ventral tegmental

Amigdala basolateral

Bulbo olfatorio

Calbindina D28K

Células empenachadas externas

Capa glomerular

Capa granular

Células granulares

Capa mitral

Capa del nervio olfatorio

Capa plexiforme externa

Corteza prefrontal

Células periglomerulares

Capa plexiforme interna

Células superficiales de axon corto
Citocromo P450

Dopamina

Didealquil-atrazina

Transportador de dopamina
Desetil-atrazina

Desisopropil-atrazina

Dimetoato

Receptor 1 a dopamina similar al tipo 1
Receptor 2 a dopamina similar al tipo 1
Receptor a dopamina similar al tipo 2
Acido 3,4-dihidroxifenilacético
Receptor de dopamina/ecdisteroide
Dia postnatal

Error estandar de la media
Enfermedad de Parkinson
Organizacion de Alimentos y Agricultura
Hormona liberadora de gonadotropina
Globo palido medial

Glutation transferasa

Acido homovanilico
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IL-1b
LH
LTP
MAO
MSN
NAc
NSO
NST
PGs
Rpm
SN
SNC
SNpc
SNpr
STR
TH

Interleucina 1-b

Hormona luteinizante
Potenciacion a largo plazo
Monoamina oxidasa

Neuronas medianas espinosas
Nucleo accumbens

Neuronas sensoriales olfativas
Nucleo subtaldmico

Células yuxtaglomerulares
Revoluciones por minuto
Substancia nigra

Sistema nervioso central
Substancia nigra pars compacta
Substancia nigra pars reticulata
Estriado

Tirosina hidroxilasa
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l. Introduccidn

Segun la Organizacion de Alimentos y Agricultura (FAO; por sus siglas en inglés)
(2017), el término plaguicida se refiere a materiales destinados a matar o controlar
plagas (insecticidas, fungicidas, herbicidas, entre otros), asi como aquellos
materiales que controlan el comportamiento o la fisiologia de las plagas (repelentes
de insectos, hormonas de crecimiento de insectos) o de los cultivos, durante la
produccion o el almacenamiento, por lo que desempefian un papel fundamental en
la reduccién de enfermedades y el aumento del rendimiento de los cultivos en todo

el mundo.

Sin embargo, desde la década de 1940 en adelante, la produccion mundial de
plaguicidas ha aumentado a un ritmo de alrededor del 11% anual, pasando de 0,2
millones de toneladas en la década de 1950 a méas de 5 millones de toneladas en el
afio 2000 (Carvalho, 2017). Actualmente se estima que tres mil millones de
kilogramos de plaguicidas se usan en todo el mundo cada afio, de los cuales solo
el 1% se usa de manera efectiva en las plantas objetivo (Hayes et al., 2017; Tudi et
al., 2021), mientras que las grandes cantidades restantes tienen el potencial de
contactar con otros organismos y matrices (aire, suelo y agua) y como
consecuencia, han contaminado el medio ambiente y causado impactos negativos
en la salud (Miller, 2004).

Se han descrito efectos genotéxicos y neurotoxicos producto de la exposicion a
plaguicidas en diferentes organismos (Sanborn et al., 2007), ademas de un posible
vinculo con problemas en la fertilidad y reproduccién y el padecimiento de ciertos
tipos de cancer (Bassil et al., 2007).

En humanos, la exposicion a los plaguicidas puede ocurrir a través de diferentes
rutas que incluyen la exposicion ambiental, la exposicion ocupacional (produccion,
transporte, entrega y aplicacién de plaguicidas) y a través de los alimentos. Existe
una gran evidencia sobre el papel de los plaguicidas en el padecimiento de
diferentes enfermedades humanas como el cancer, esclerosis lateral amiotrofica,

asma, bronquitis e infertilidad (Mostafalou y Abdollahi, 2017).



Diversos estudios han reportado que la exposicion a herbicidas (como la atrazina)
a través de la agricultura como ocupacion y el consumo de agua potable
contaminada se asocia con un mayor riesgo de desarrollar trastornos
neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson (EP) que afecta tanto a la
funcion motora como la cognitiva (Ascherio y Schwarzschild, 2016; Elbaz et al.,
2009).

Los pacientes con la EP se caracterizan por presentar bradicinesia (pobreza de
movimiento) con rigidez, temblor en reposo o ambos, causados por la falta del
neurotransmisor dopamina (DA) en el estriado debido a la pérdida progresiva de las
células de proyeccion dopaminérgicas de la subtancia nigra (Nandipati y Litvan,
2016).

Il. Antecedentes

2.1 Atrazina

La atrazina (ATR; 6-cloro-N-etil-N-isopropil-1, 3, 5-triazina-2, 4-diamina) es un
herbicida utilizado en cultivos de maiz, cafia y sorgo ya que provoca la muerte
selectiva de una gran variedad de malezas y gramineas al inhibir la fotosintesis
interrumpiendo la cadena de transporte de electrones en el cloroplasto (Good, 1961;
Hansen et al., 2013). La ATR pertenece a la familia de las cloro-triazinas con férmula
molecular de CsH14CINs (Figura 1), tiene un peso molecular de 215.68 g/mol, una
densidad especifica de 1.23 g/cm?® a 22°C, una solubilidad en agua de 34.7 mg/L a
26°C y normalmente es estable en un medio neutro (pH de 6.0 — 8.0 a 24°C) (WHO,
2003). Su vida media en condicién neutra es de aproximadamente 200 dias, pero
varia de 4 a 57 semanas dependiendo de varios factores ambientales como el pH,
el contenido de humedad, la temperatura y la actividad microbiana (Marquez-Ramos
et al., 2017).
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Figura 1. Estructura quimica de la ATR. 2-cloro-4-(etilamina)-6-(isopropilamina)-1,3,5-triazina.

2.1.1 Biotransformacion y metabolismo

En cuanto a su biotransformacién, se ha descrito que la ATR es metabolizada
principalmente en el higado por el citocromo P450 (CYP) y, en menor grado, por la
enzima glutation transferasa (GST). Los principales metabolitos producto de la
accion del CYP son la desetil-atrazina (DE) y la desisopropil-atrazina (DIP) que, a
su vez, pueden desalquilarse adicionalmente para generar la didealquil-atrazina
(DACT), que es el principal metabolito detectado en el plasma de ratas (Brzezicki et
al., 2003), en plasma, orina y cerebro de ratones (Ross y Filipov, 2006) y en orina
de humanos (Barr et al., 2007). Por otro lado, el metabolismo de la ATR por la via
de las GST da lugar a la ATR-glutation y posteriormente a la ATR-mercapturato que
pueden ser eliminadas facilmente por la bilis y la orina respectivamente (Figura 2)
(Orr, 1987; Ross et al., 2009).

En ratas Sprague-Dawley se ha reportado que después de dosis orales Unicas de 1
6 100 mg/kg de peso de ATR marcada con '“C, aproximadamente el 74% de la
dosis total se excretd en la orina y el 19% en las heces en un lapso de 7 dias
independientemente del sexo y dosis, lo cual indica una absorcion oral completa de
la ATR (Orr, 1987).

En ratones, al medir las concentraciones de ATR y sus metabolitos en la orina 24
hrs después de una Unica administracién de 250 mg de ATR/kg de peso se observo
que el metabolito mas abundante fue el DACT que alcanzé una concentracion
maxima de 5400 uM, mientras que el segundo mas abundante fue el DE con

concentraciones de 80 uM, por otro lado, tanto las concentraciones de DIP y ATR



fueron de 28 uM y el metabolito de menor presencia fue la ATR-mercapturato que
alcanzé solo 6 uM (Ross et al., 2009).

Cabe mencionar que la ATR puede cruzar la barrera hematoencefalica y penetrar
al cerebro a través de mecanismos desconocidos y que, al igual que lo reportado
en la orina, el DACT es el metabolito mas abundante con concentraciones de 50 uM
tan solo 2 hrs después de la administracién de 250 mg de ATR/kg de peso y que
dichas concentraciones pueden persistir hasta 24 hrs después, mientras que la ATR
alcanza concentraciones de solo 1-1.5 pM que decaen 12 horas después (Ross et
al., 2009).
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Figura 2. Metabolismo de la ATR. Esquema que muestra las diferentes vias y enzimas implicadas
en la biotransformacion de la ATR en el higado. DE, desetil-atrazina; DIP, desisopropil-atrazina;
DACT, didealquil-atrazina; ATR-SG, atrazina-glutation; ATR-Mercap, atrazina-mercapturato.
Modificado de Ross y Filipov, 2006.

2.1.2 Exposicién
Mundialmente, la ATR se introdujo al &mbito comercial en 1958 y desde entonces

ha sido ampliamente utilizada como herbicida pre y post-emergente, sin embargo,



debido a su aplicacién generalizada actualmente se le considera un contaminante

ambiental.

Se ha reportado la presencia de ATR en aguas subterrdneas y superficiales de
Estados Unidos (Gilliom et al., 2006), Italia (Meffe y de Bustamante, 2014) y Espafa
(Garrido et al., 2000), asi como en el agua de lluvia (Goolsby et al., 1997) y en la
niebla, aire, hielo artico y agua de mar (Glotfelty et al., 1987; Chernyak et al., 1996),
lo cual sugiere que este herbicida (asi como muchos otros) puede ser transportado
y depositado por factores climéticos hasta zonas distantes de su aplicacion

representando un peligro para la salud.

2.1.3 Efectos de la ATR en humanos

En humanos, la exposicibn a ATR puede darse en el ambito laboral por via
inhalatoria o dérmica y puede producir reacciones de irritacion, asi como
alteraciones en las funciones de algunos érganos, problemas de reproduccion, y
alteraciones hormonales (ATSDR, 2003). Por otro lado, se ha demostrado que en
muestras de orina de mujeres embarazadas que consumieron agua contaminada
con ATR se encontraron concentraciones cuantificables de ATR (>1 ug ATR/L) y
esto se relacion6 con una disminucion del crecimiento fetal y el tamafio de la
circunferencia de la cabeza del bebé (Chevrier et al., 2011), asi como con un
aumento en la incidencia de partos prematuros (Ochoa-Acuiia et al., 2009).

Por otro lado, la relacién de la exposicion a la ATR con el padecimiento de otras
enfermedades graves como el cancer sigue siendo incierto debido a los resultados
contrastantes presentados por diferentes grupos de investigacion. Por ejemplo, Van
Leeuwen et al. (1999) reportaron una tasa mas alta de cancer de estbmago en areas
con altos niveles de contaminacion por ATR en el agua, sin embargo, en una
revision mas reciente Boffetta et al. (2013) no encontraron evidencia contundente
de una asociacion causal entre la exposicion a ATR y el cancer en general, ni para

ningun tipo de cancer especifico.

A pesar de que se ha demostrado que la exposicion a la ATR es muy comun, aun

no hay estudios donde se hayan evaluado los efectos de la exposicién a ATR en el



sistema nervioso central (SNC) de humanos, sin embargo, estudios recientes que
utilizan métodos conductuales y bioquimicos han sugerido que la ATR puede alterar
el funcionamiento del sistema dopaminérgico en el cerebro de roedores (Bardullas
et al., 2011, 2013; Coban y Filipov, 2007; Rodriguez et al., 2013, 2017; Song et al.,
2015)

2.2 Sistemas dopaminérgicos
De manera general, los sistemas dopaminérgicos estan constituidos por una serie
de nucleos subcorticales que modulan una gama de funciones distintas como la

actividad locomotora y el procesamiento afectivo.

El control de acciones motoras finas esta regulado a través de la via nigroestriatal
gue se origina en las células dopaminérgicas en la zona compacta de la substancia
nigra (SNpc) y que mandan sus proyecciones al estriado dorsal y por otro lado, las
funciones motivacionales como el reforzamiento y el procesamiento de la
recompensa se regulan a través del sistema mesolimbico y mesocortical que se
originan de las células dopaminérgicas del area ventral tegmental (AVT) y proyectan
al nucleo accumbens (NAc) y la corteza prefrontal (CPF), respectivamente (Figura
3) (Centonze et al., 2001; Goodman y Packard, 2017; Wise, 2004).

La desregulacion de estas vias se ha relacionado con trastornos neurolégicos y
psiquiatricos como la EP, adiccion, esquizofrenia, trastorno obsesivo compulsivo y
sindrome de Tourette (Tritsch y Sabatini, 2012).
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Figura 3. Sistema dopaminérgico. Esquema que representa el origen y proyecciones de la via
mesolimbica y mesocortical representadas en azul y de la via nigroestriatal representada en verde
en una seccion sagital del cerebro de roedor. SN: substancia nigra; AVT: area ventral tegmental.
Modificado de Money y Stanwood (2013).

2.2.1 Estriado

Anatomicamente el estriado (STR) estd conformado por neuronas medianas
espinosas (MSN, por sus siglas en inglés) que representan mas del 95% de las
neuronas estriatales y son la principal via de entrada y salida de informacion a los
ganglios basales (Voorn et al., 2004). Las neuronas estriatales restantes
corresponden a varios tipos de interneuronas que no presentan axones de
proyeccion fuera del STR, sino que distribuyen sus axones localmente, la mayoria
de los cuales hacen contacto sinaptico con las MSN (Grofova, 1975; Goodman y
Packard, 2017). Las MSN son neuronas GABAérgicas y pueden dividirse en MSN
estriatonigrales y MSN estriatopalidales dependiendo de los receptores que
presentan y sus proyecciones (Kreitzer y Malenka, 2008). Las MSN estriatonigrales
exhiben una alta expresion de receptores a dopamina D1y receptores muscarinicos
M4 y proyectan sus axones al globo palido medial (GPm) y la subtancia nigra pars

reticulata (SNpr), conformando la via directa de salida de informacién del STR. Por



otro lado, las MSN estriatopalidales exhiben una alta expresion de receptores a
dopamina D2 y receptores a adenosina A2A y sus vias de proyeccion tienen varios
relevos que incluyen el nucleo subtalamico (NST), el GPm y la SNpr conformando

la via indirecta de salida (Gerfen et al., 1990; Kreitzer y Malenka, 2008).

El efecto neto de la activacion de la via directa es la disminucién de la inhibicion
taldmica, lo que lleva a la activacién de los circuitos premotores corticales y la
seleccion o facilitacion del movimiento, mientras que la activacion de la via indirecta
mantiene la inhibicién de las neuronas de proyeccion talamocorticales, reduciendo

la actividad motora (Fuccillo, 2016; Kreitzer y Malenka, 2008).

2.2.2 Nucleo accumbens

El NAc corresponde a la region mas ventral del STR en ratas y al igual que la region
dorsal, presenta una organizacion anatémica heterogénea de MSN. Sin embargo, a
través del uso de marcadores histoquimicos se ha propuesto que el NAc esta
conformado por una porcion dorsal denominada NAc core y una region mas medial
denominada NAc shell (Park et al., 2019).

El NAc core consiste en células pequefias densamente empaquetadas que
expresan una gran cantidad de calbindina D28K (CB), encefalina, acido y-
aminobutirico y una inmunotincién débil de la sustancia P (Voorn et al., 2004). Por
el contrario, el NAc shell estd compuesto de células grandes y segregadas que
expresan niveles débiles de inmunorreactividad a CB, pero niveles elevados de
inmunorreactividad a la sustancia P, neurotensina, DA, calretinina, TH y serotonina

en varias especies de mamiferos (Voorn et al., 2004).

Tanto la region core y shell del NAc reciben informacién aferente del AVT, asi como
del hipocampo, la amigdala basolateral (BLA) y diferentes subregiones de la CPF
(Floresco, 2015). Sin embargo, ademas de que hay claras distinciones entre las
proyecciones de la porcién core y shell (Park et al., 2019) y una disociacién funcional
en diferentes tareas conductuales de ambas regiones (Fenu et al., 2001; Kelley,
2004), se ha sugerido que ambas estructuras procesan informacion fuertemente

relacionada con eventos gratificantes y que la region del NAc shell podria estar



vigorizando ciertas respuestas de comportamiento que se coordinan a través del
NAc core (Voorn et al., 2004).

2.2.3 Substancia nigra

La substancia nigra (SN) es una estructura cerebral ubicada dorsalmente al
pedunculo cerebral en la base del mesencéfalo y que de acuerdo con la identidad,
caracteristicas morfologicas y conectividad de sus células puede dividirse en la SN
pars reticulata (SNpr) y la SN pars compacta (SNpc).

La SNpr esta conformada principalmente por neuronas GABAérgicas pequefias y
tipicamente multipolares, con somas redondos o triangulares que se encuentran
mas difusamente distribuidas a lo largo de la parte ventral de la estructura y donde
el receptor a dopamina D1 es el mas abundante (Halliday et al., 2012; Smith y
Masilamoni, 2010).

Por otro lado, la SNpc esta constituida por una gran cantidad de neuronas
dopaminérgicas de tamafio mediano a grande, triangulares y multipolares altamente
agregadas a lo largo de la parte dorsal de la estructura, que expresan en gran
medida autoreceptores a dopamina D2 y que proyectan tanto a las MNS del STR
como a la CPF (Groenewegen, 2003).

2.2.4 Area ventral tegmental

Se han caracterizado ampliamente dos poblaciones principales de neuronas
dopaminérgicas y GABAérgicas en el AVT; sin embargo, en afios recientes se ha
descrito que también existe una subpoblacion de neuronas glutamatérgicas
(Halliday et al., 2012; Yamaguchi et al., 2006).

Aunque las principales poblaciones de neuronas del AVT emiten sefiales mediante
la liberacion de dopamina, GABA o glutamato, se ha reportado que algunas
neuronas co-liberan dopamina y glutamato, dopamina y GABA, o glutamato y
GABA; sin embargo, los mecanismos subyacentes que determinan la liberacion de
cada neurotransmisor y el significado funcional de estas neuronas son actualmente

desconocidos (Morales y Margolis, 2017).



Las MNS del NAc y las interneuronas GABAérgicas de la CPF medial son el principal
objetivo de las aferencias dopaminérgicas del AVT, especialmente de las neuronas
duales que liberan dopamina y glutamato, tanto en ratas como en ratones (Morales
y Pickel 2011; Pickel et al., 1998; Stuber et al., 2010; Yamaguchi et al., 2011). Sin
embargo, otras regiones como la amigdala, el hipocampo, el nacleo pélido ventral,
el nucleo gris periacueductal, el tubérculo olfatorio y el locus coeruleus también
reciben aferencias dopaminérgicas del AVT (Lammel et al., 2008; Mingote et al.,
2015; Morales y Margolis, 2017).

2.2.5 Bulbo olfatorio

En roedores, la deteccion olfativa apropiada es esencial para encontrar alimento,
explorar un ambiente novedoso, la interaccién social y durante las conductas
relacionadas al cortejo y apareamiento (Fine y Riera, 2019; Spinella, 2002) v,
aungue el bulbo olfatorio no forma parte del sistema dopaminérgico, se sabe que en
esta region existen células dopaminérgicas que estan involucradas en el

procesamiento de olores (Capsoni et al., 2021).

De manera general, el procesamiento de los olores comienza cuando los odorantes
son detectados y reconocidos por los receptores expresados en las neuronas
sensoriales olfativas (NSO) ubicadas en el epitelio olfatorio. Después de que se
unen a su receptor especifico, la informacion se traduce a una sefial eléctrica que
luego llega al bulbo olfatorio (BO) donde tiene lugar el primer procesamiento de las
sefales sensoriales y posteriormente, a través de las neuronas de proyeccion, la
sefial llega a areas cerebrales de alto orden como la capa plexiforme superficial y la
corteza piriforme donde se integra y se reconoce la informacion olfativa (Capsoni et
al., 2021; Shipley y Ennis, 1996).

La estructura anatdmica del BO consta de cinco capas conceéntricas de células y
fibras (Figura 4). La primera es la capa del nervio olfatorio (CNO) que se sitla en
la superficie del BO y esta formada por las proyecciones aferentes del epitelio
olfatorio. Las terminales de estos axones entran a la segunda capa, la capa
glomerular (CGL), donde los axones de las NSO constituyen el nucleo de unas

estructuras llamadas glomérulos y crean sinapsis con las dendritas apicales de las
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neuronas de proyeccion (células mitrales y empenachadas) y con interneuronas que
rodean los glomérulos (células yuxtaglomerulares; PGs). La tercera capa es la capa
plexiforme externa (CPE), compuesta por el cuerpo celular de las células
empenachadas, las dendritas basales de las células empenachadas y mitrales y las
dendritas apicales del principal tipo de interneuronas, las células granulares (CGSs).
Los cuerpos celulares de las células mitrales se encuentran en la cuarta capa, la
capa mitral (CM). La quinta capa, llamada capa plexiforme interna (CPI), contiene
axones de células mitrales, axones colaterales de células empenachadas y
dendritas de células granulares. Por ultimo, la sexta capa esta formada por los

somas de las células granulares (capa granular, CGr) (Capsoni et al., 2021).

Las células yuxtaglomerulares se pueden dividir en células empenachadas externas
(CEE), células superficiales de axdén corto (CSAC) y células periglomerulares
(CPGs) y las tres se caracterizan por la ausencia de proyecciones fuera del bulbo

olfatorio (Nagayama et al., 2014).

Las CEE se pueden clasificar en dos subtipos segun su morfologia. La primera
subpoblacién esta representada por células sin dendritas secundarias y es la menos
frecuente de las dos, mientras que la segunda subpoblacion si presenta dendritas
secundarias y generalmente se observan cerca del limite entre la CGL y la CPE
(Nagayama et al., 2014).

Las CSAC se caracterizan por expresar TH y tener axones interglomerulares largos
que conectan un numero variable de glomérulos (Liu et al., 2016) por lo cual se cree
gue estas neuronas son las células mas importantes en las conexiones

interglomerulares (Aungst et al., 2003; Kosaka y Kosaka, 2008).

Por otro lado, se ha observado que las CPGs también expresan TH, pero a
diferencia de las CSAC, no presentan axones. A partir de esta observacion
anatdmica, las CPGs se han clasificado en CPGs tipo 1y tipo 2 segun la naturaleza
de la interaccion sinaptica que realizan con los terminales axonicos de las neuronas

sensoriales olfativas (Kosaka et al., 1998).
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Figura 4. Via esquematica de las principales conexiones neuronales en el BO. En la cavidad
nasal, el flujo de aire transporta diferentes olores (representados por diferentes colores) a receptores
olfativos especificos expresados en neuronas sensoriales olfativas (NSO) localizadas en el epitelio
olfatorio. La informacién olfativa luego se transduce en una sefial eléctrica que llega al bulbo olfatorio.
Las neuronas sensoriales olfatorias envian sus axones a través de la lamina cribosa para llegar al
nacleo de los glomérulos correspondientes. Dentro del nacleo glomerular, los axones de las NSO
hacen sinapsis con las dendritas apicales de las células mitrales y empenachadas. En la periferia de
los glomérulos se encuentran las células periglomerulares (PGs). Estas células proyectan su dendrita
en el glomérulo y hacen sinapsis reciprocas con neuronas de proyeccion y algunas de ellas con
axones de las NSO. Con base en sus conexiones sinapticas con los axones de las NSO, se describen
dos subtipos de células PGs. Las células PG tipo 1, pertenecientes a las células PG dopaminérgicas,
estan conectadas sinapticamente tanto con los axones de las NSO como con las dendritas de otras
neuronas del bulbo olfatorio. Por otro lado, las células PG de tipo 2, pertenecientes a las células PG
de calretinina, no estdn conectadas sindpticamente con los axones de las OSN. Célula EE:

empenachada externa. Modificado de Capsoni et al. (2021).
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En los dltimos afios se han estudiado las interneuronas dopaminérgicas en el BO
ya que: 1) son extremadamente plasticas (Baker et al., 1983), 2) son células que
anatdmicamente se encuentran en la entrada del circuito bulbar, lo que sugiere un
papel importante en el procesamiento del olor (Borisovska et al., 2013) y 3) son
células que se regeneran constantemente a lo largo de la vida (Lazarini et al., 2014).
En este sentido, cabe mencionar también que se ha reportado la presencia de los
receptores a DA D1 y D2 en el bulbo olfatorio y que la DA puede ejercer un efecto
inhibitorio sobre las fibras sensoriales olfativas después de unirse a los receptores
presinapticos D2 (Capsoni et al., 2021; Wachowiak y Cohen, 1999).

2.2.6 Dopamina

En las neuronas dopaminérgicas, la enzima TH convierte la tirosina en L-DOPAy la
enzima dopa-descarboxilasa (DDC) convierte la L-DOPA en dopamina (DA). La
liberacion de DA en la hendidura sinaptica da como resultado la activacion de
receptores a DA tipo D1 (D1y D5) y tipo D2 (D2, D3 y D4) que se encuentran tanto
en la neurona presinaptica (D2r) y postsinaptica (D1ry D2r) en distintas poblaciones
neuronales. Posteriormente el transportador de DA presinaptico (DAT) se encarga
de la rapida eliminacion (recaptacion) de la DA del espacio extracelular y varias
enzimas median la descomposicion de la DA en dos metabolitos inactivos (Stoof y
Kebabian, 1984). Por un lado, la enzima monoamina oxidasa (MAO), que tiene dos
isoformas (MAO-A y MAO-B), transforma la DA citosolica en &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), mientras que la catecol-O-metiltransferasa (COMT)
convierte la DA restante en el medio extracelular en acido homovanilico (HVA)
(Loke, Harley y Lee, 2015) (Figura 4).
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Figura 5. Sintesis de dopamina. El diagrama muestra el proceso y las enzimas implicadas en la
sintesis de dopamina en la terminal presinaptica de una neurona dopaminérgica de la SN. TH:
Tirosina hidroxilasa; DDC: Dopa-descarboxilasa; DAT: transportador de dopamina. Modificado de
Juérez Olguin et al, (2016).

2.3 Efectos de la atrazina en sistemas dopaminérgicos

2.3.1 Efectos neuroquimicos de la ATR en roedores

En ratones macho de la cepa C57BL/6 se ha observado que la exposicion a 125 o
250 mg de ATR/kg de peso por 14 dias provoca una reduccion en la concentracion
de DA estriatal y sus metabolitos (Coban y Filipov, 2007). Mientras que en ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley se ha reportado que la exposicién crénica a 10
mg de ATR/kg de peso por via oral durante un afio (Bardullas et al., 2011, 2013) o
la exposicion aguda a ATR (seis inyecciones intraperitoneales de 100 mg de ATR/kg
de peso) por un periodo de dos semanas (Rodriguez et al., 2013), también provocan

un decremento en la concentracion de DA y sus metabolitos en el STR.

De manera similar, se ha reportado que la exposicion a 50 o 100 mg de ATR/kg de
peso durante 3 meses provoca un decremento en el RNAm y la expresion de la
enzima TH en el STR (Song et al.,, 2015) y la exposicion repetida a ATR (seis
inyecciones intraperitoneales de 100 mg de ATR/kg de peso) por dos semanas
provoca una disminucién en los niveles de RNAm de TH y el DAT, ademas de una
disminucién del transportador vesicular de monoaminas (VMATZ2; por sus siglas en
inglés) en el mesencéfalo ventral (Rodriguez et al., 2013). Este mismo protocolo de

exposicién a ATR causa disminucion de la unién especifica del antagonista [3H]-
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SCH23390 a los receptores de dopamina D1 en el STR (Marquez-Ramos et al.,
2017).

Ademas, la exposicién durante el desarrollo a 10 o 100 mg de ATR/kg de peso
provoca una reduccion dosis dependiente en la expresion de receptores a DA tipo
D1 en el hipocampo (Li et al., 2018, 2019) y la exposicién a 50, 100 o 200 mg de
ATR/kg de peso provoca una disminucion dosis dependiente en la concentracion de
DA y L-DOPA estriatal, asi como un decremento en la expresion de Nurrl y NulP,
elementos importantes en la regulacion del desarrollo de neuronas dopaminérgicas,
tanto en el STR como en la SN (Li et al., 2015).

Y en cuanto a otros sistemas de neurotransmision, recientemente, Chavez-Pichardo
et al. (2020) reporté que en ratas expuestas a 1 mg o 10 mg de ATR/kg de peso
durante 14 meses se observaron alteraciones en los niveles de glutamato y/o GABA
en distintas regiones cerebrales como el STR, el NAc, la amigdala, el mesencéfalo
ventral y la CPF.

2.3.2 Efectos de la ATR en la morfologia cerebral en roedores

En cuanto a los efectos en la morfologia producidos por la exposicion a ATR se ha
reportado que tanto en ratones macho de la cepa C57BL/6 expuestos a 25, 125 o
250 mg de ATR/kg de peso durante 14 dias (Coban y Filipov, 2007) asi como en
ratas de la cepa Sprague-Dawley expuestas a 10 mg de ATR/kg de peso por un afio
(Bardullas et al., 2013), se observa una reduccién en el numero de células positivas
a TH en la SNpc. También se ha reportado que en ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley la exposicién a 50 o0 100 mg ATR/kg de peso por 3 meses provoca un efecto
neurodegenerativo (condensacion apoptética de la cromatina y autofagia
mitocondrial) de manera dosis dependiente en las células del STR, asi como una
reduccion en el numero de neuronas TH+ (Song, et al., 2015). Dafos similares se
han observado después de la exposicién por 30 dias a 10 0 100 mg de ATR/kg de
peso en el hipocampo, ademas de hendiduras sinapticas difusas y un aumento dosis

dependiente en el numero de lisosomas (Li et al., 2019).
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2.3.3 Efectos conductuales de la ATR en roedores

En ratones macho adultos de la cepa C57BL/6 se observé que la exposicion a 5,
25, 125 o0 250 mg de ATR/kg de peso provoca un decremento en la actividad
locomotora a los cuatro dias de exposicion en los grupos tratados con dosis de 125
y 250 mg de ATR/kg de peso, asi como un déficit dosis dependiente en todos los
grupos en una tarea de reconocimiento de objetos a los 9 dias de exposicion (Lin et
al., 2013).

En ratas macho de la cepa Sprague-Dawley se ha demostrado que la exposicion
aguda a ATR, ya sea mediante una unica inyeccibn o seis inyecciones
intraperitoneales de 100 mg ATR/kg de peso por un periodo de dos semanas
provocan hipoactividad (Rodriguez et al., 2013; 2017) y el mismo efecto fue
reportado por Walters et al. (2015) pero después de una exposicion oral de 10 mg
ATR/kg de peso diaria por 6 meses. Sin embargo, Bardullas et al. (2011) reportaron
gue la exposicion a la misma dosis de ATR, pero durante un afio, provocé un
deterioro de la coordinacién motora y una mayor actividad locomotora espontanea,
ademas de un déficit en la memoria espacial de los sujetos. Mientras que Chavez-
Pichardo et al. (2020) solo reporté alteraciones en el plano vertical de la actividad
locomotora de ratas tratadas durante 12 meses a 10 mg ATR/kg. Cabe mencionar
que la exposiciéon a 10 o 100 mg de ATR/kg de peso durante el desarrollo también
provoca un déficit de la memoria espacial (Li et al., 2018, 2019).

Chavez-Pichardo et al. (2020) reportaron que al tratar a ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley durante 14 meses con 1 0 10 mg ATR/kg de peso y someterlos a
una prueba de laberinto en cruz elevado, tanto los sujetos tratados con 1 o0 10 mg
ATR/kg de peso pasaban menos tiempo en los brazos abiertos en comparacion con

el grupo control, lo cual se asocia como un aumento en la ansiedad de los animales.

2.4 Diferencias experimentales entre machos y hembras

Las mujeres y las hembras de mamiferos no humanos han recibido poca atencién
y se han excluido en gran medida de la investigacion cientifica asumiendo que los
resultados obtenidos en machos se aplican a las hembras, con excepcion de las

investigaciones sobre el comportamiento reproductivo especifico del sexo. Esto se
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debe a la preocupacion de que los ciclos hormonales disminuyan la homogeneidad
de las poblaciones de estudio y confundan los efectos de las manipulaciones
experimentales (Emanuele et al., 2002; Wizemann y Pardue, 2001). Sin embargo,
en afos recientes cada vez son mas los trabajos de investigacion donde se han
observado diferencias dependientes del sexo, tanto en humanos como en modelos
animales, en la actividad general y en una serie de pruebas conductuales de
ansiedad y depresion, asi como en diversas tareas cognitivas y de aprendizaje
(Simpson y Kelly, 2012).

En humanos, estudios epidemiolégicos y clinicos han reportado diferencias
dependientes del sexo en la respuesta a muchas drogas, asi como en el patrén y

prevalencia de ciertas enfermedades del SNC (Soldin y Mattison, 2009).

Se ha reportado que las mujeres tienden a tener mayores tasas de prevalencia de
Alzheimer que los hombres, ademas de un inicio mas temprano de la enfermedad y
una patologia general mayor (Rebecca et al., 2018). La depresion es dos veces mas
comun en mujeres que en hombres y corren el riesgo de sufrir trastornos depresivos
durante las épocas de cambios hormonales reproductivos, como la menstruacion,
el embarazo, el posparto y la menopausia (Soares y Zitek, 2007). Y el riesgo de
desarrollar EP es el doble en hombres que en mujeres, pero las mujeres tienen una
tasa de mortalidad més alta y una progresién mas rapida de la enfermedad (Cerri,
Mus y Blandini, 2019).

En animales de laboratorio cada vez hay mas evidencia de que las hormonas
sexuales pueden desempefiar un papel en la conducta y procesos cognitivos como
el aprendizaje y la memoria (Frick et al., 2015; Simpson y Kelly, 2012). Por ejemplo,
se ha reportado que cuando se evalla la ansiedad basal de ratas macho y hembra
bajo el mismo paradigma, las ratas macho tienden a mostrar un perfil mas ansioso
gue las hembras (Simpson y Kelly, 2012), pero a su vez las ratas hembra expresan
diferentes indices de ansiedad dependiendo de la fase del ciclo estral (Marcondes
et al., 2001; Mora, Dussaubat y Diaz-Veliz, 1996).
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En la prueba de campo abierto se ha reportado que la actividad locomotora basal
de las ratas hembra generalmente es mas alta que la de los machos (Elliott y
Grunberg, 2005; Padilla et al., 2009) y que, en comparacion a los estudios de
ansiedad, el ciclo estral no influye en la distancia que recorren los sujetos o el
porcentaje de tiempo que pasan en el centro de la caja de registro (Hiroi y Neumaier,
2006).

En tareas de aprendizaje y memoria se ha reportado que al medir la memoria
espacial de los sujetos utilizando la prueba del laberinto acuatico de Morris las ratas
macho presentan una ventaja significativa sobre las hembras en el desempefio de
esta tarea, sin embargo, cuando se emplean protocolos de pre-entrenamiento para
reducir el estrés, estas diferencias entre machos y hembras tienden a disminuir
(Jonasson, 2005). De manera similar, en estudios donde se emplea el laberinto
radial para evaluar la memoria de trabajo de los sujetos las ratas macho muestran
un mejor desempefio en el rendimiento de la tarea sobre las hembras (Jonasson,
2005; Simpson y Kelly, 2012).

Por otro lado, se ha reportado que las diferencias de sexo en los paradigmas de
condicionamientos clasico y operante se rigen por los requisitos de la tarea ya que
en los procedimientos en los que se recompensa la evitacion activa, las hembras se
desempeiian mejor que los machos, mientras que, por el contrario, cuando se
recompensa la respuesta pasiva, los machos superan a las hembras (Albonetti y
Farabollini, 1995; Pryce, Lehmann y Feldon, 1999).

En el ambito de la neurotoxicologia, desde hace tiempo se conoce que las
influencias genéticas derivadas del sexo de los individuos juegan un papel
importante en la susceptibilidad a agentes neurotéxicos, pero no fue hasta afos
recientes que se estan llevando a cabo investigaciones en las cuales se incluye el
sexo como una variable biolégica. Descubrir los factores genéticos y de
predisposicién sexual de la susceptibilidad a las neurotoxinas no solo ayudara a
identificar a los individuos con mayor riesgo de padecer problemas
neurodegenerativos, sino que también ampliara la comprension de los mecanismos

por los cuales los toxicos afectan la funcion neurolégica.
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2.4.1 Efectos toxicos dependientes del sexo por la exposicion a pesticidas

Se ha sugerido un efecto sexo-dependiente de los plaguicidas en el desarrollo, asi
como a nivel anatémico, fisiologico y conductual en diferentes organismos. Por
ejemplo, se han reportado alteraciones dependientes del sexo en el desarrollo del
cerebro después de la exposicion gestacional al fungicida procloraz en conejos
(Bisenius et al., 2006) y ratas (Vinggaard et al., 2005). En humanos, la exposicion
ocupacional materna a plaguicidas, al principio del embarazo, se asocia con una
funcién neuropsicologica general deficiente en las nifias entre los 6 y 11 afios, pero

no en los nifios (Andersen et al., 2015).

Actualmente existe una creciente evidencia de que los machos son mas
susceptibles que las hembras a los efectos adversos de los pesticidas, excepto por
algunos efectos sobre la funcion motora que afectan preferentemente a las hembras

(Torres-Rojas y Jones, 2018).

Se ha reportado que la exposicidn a insecticidas como el dimetoato (DMT) altera la
funcién de los astrocitos en ratones macho CD1, pero no en hembras (Astiz et al.,
2013). En estudios conductuales en ratas de la cepa Wistar se observo que la
exposicion durante el desarrollo a los insecticidas endosulfan y cipermetrina afectan
la coordinacion motora solo en las hembras, mientras que, en machos, la exposicién
durante el mismo periodo al insecticida y acaricida endosulfan afectan la actividad
locomotora espontdnea (Gomez-Giménez et al., 2018) y provoca un aumento en la
ansiedad y deterioro del aprendizaje espacial y asociativo (Gomez-Giménez et al.,
2017).

2.4.2 Efectos toxicos dependientes del sexo por la exposicion a ATR

En cuanto a los efectos diferenciales dependientes del sexo de la ATR, se ha
reportado que en la arafla Pardosa milvina tanto los machos como las hembras
pasan mas tiempo en movimiento, pero a velocidades mas bajas en presencia de
ATR y que, conforme aumenta la dosis de ATR, se reduce el tiempo de cortejo de
los machos (Godfrey y Rypstra, 2019). En el pez dorado macho Carassius auratus,
la exposicién a 1000 ug de ATR/L indujo la supresién tanto de la testosterona como

de la 11-cetotestosterona a la vez que indujo el aumento de 17beta-estradiol
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después de 21 dias de exposicion (Spano et al., 2004) y en ratas Fisher una dosis
diaria de 120 mg de ATR/kg de peso administrada de forma oral durante 7 dias
causa la pérdida de peso corporal tanto en machos como en hembras durante el
periodo de tratamiento, ademéas de un aumento significativo en los pesos relativos
de la hipofisis y la prostata de los machos y una desregulacion en el ciclo estral de

las hembras (Simi¢ et al., 1994).

A nivel del sistema nervioso central se ha observado que una dosis de 100 pg
ATR/kg de peso en ratones CD1 durante la etapa gestacional y el desarrollo provoca
un aumento en el RNA mensajero del receptor a somatostatina tipo 2 en el nucleo
supraquiasmatico y un decremento en el nucleo central de la amigdala en las
hembras, pero no en los machos. Mientras que la expresion del RNA mensajero del
receptor a somatostatina tipo 3 presenté un incremento en el ndcleo arcuato
hipotalamico y un decremento en la capa cortical Ill. Cabe mencionar que la
somatostatina es un neuropéptido importante que al interactuar con el sistema
GABAEérgico modula la secrecion de la hormona del crecimiento, importante para
evitar dafos cerebrales tempranos (Giusi et al., 2006).

En Drosophila melanogaster se ha reportado que la exposicién a 10 uM o 100 uM
de ATR durante el desarrollo embrionario y larvario provoca un aumento en el
tiempo de inmovilidad y una reduccion en la actividad exploratoria, asi como un
aumento en la expresién del RNA mensajero de la enzima DOPA descarboxilasa y
de los receptores a DA (dop2r, dopecr, doplrl y doplr2) en hembras, pero no en

machos (Hernandes et al., 2017).

2.4.3 Diferencias dependientes del sexo en el sistema dopaminérgico de
roedores

Una gran cantidad de evidencia apunta a que en diferentes puntos de sefalizacion
de la DA (que incluyen sintesis, liberacion, recaptacion y respuestas postsinapticas)
hay ejemplos de efectos dependientes del sexo que pueden estar, aunque no
siempre, relacionados con la modulacion de hormonas sexuales circundantes
(Becker y Chartoff, 2019).
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Por ejemplo, Andersen et al. (1997) reportaron que los machos, pero no las
hembras, presentan una mayor cantidad de receptores D1y D2 en el STR durante
el desarrollo seguido de una poda antes de la edad adulta, pero que ni la
sobreproduccién y poda de los receptores de DA en los machos, ni la falta de
sobreproduccién en las hembras se deben a la presencia de hormonas sexuales
(Teicher et al., 2003). Sin embargo, se ha reportado que durante la pubertad los
esteroides gonadales regulan la liberacion de DA en el STR dorsal de las hembras,

pero no de los machos (Becker y Ramirez, 1981).

Ademas, experimentos in vivo e in vitro indican que, aunque la afinidad del
transportador de DA en machos y hembras es la misma, tanto la liberacion como la
recaptura de DA en el STR después de una estimulacidén eléctrica es mayor en
hembras que en machos, y que ninguno de los dos parametros varia a lo largo del
ciclo estral femenino (Walker et al., 2000). Sin embargo, en otro trabajo se reportod
que ratas Sprague-Dawley hembra presentaron significativamente mayor DA
estriatal extracelular durante las fases de estro y proestro que en el diestro o
después de la ovariectomizacion; sin embargo, la castracién no tiene efecto en la
DA extracelular de machos (Xiao y Becker, 1994). Y también se ha demostrado que
la concentracién de DA en cultivos de células diencefélicas y mesencefalicas de
embriones de rata, incluso en ausencia de cantidades detectables de hormonas
sexuales, eran mas altos en hembras que en machos (Beyer et al., 1991).

[ll. Justificacion

Si bien los efectos de la exposicion aguda a la ATR o durante el desarrollo son
conocidos, los impactos de exposiciones cronicas de bajo nivel que pudieran reflejar
de manera mas fehaciente los efectos reales de la ATR en la salud han sido poco
estudiados (Alavanja, 2009). Estudios previos (Bardullas et al., 2011, 2013)
sugieren que la exposicién a la ATR durante un afio produce alteraciones en la
actividad locomotora y en la fisiologia del sistema dopaminérgico en ratas macho
de la cepa Sprague-Dawley; sin embargo, debido a las diferencias dependientes del
sexo en la anatomia del sistema dopaminérgico y en los efectos fisiolégicos y

conductuales demostrados en distintos modelos experimentales producto de la
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exposicion a diversos pesticidas, es importante evaluar si la exposicion cronica a la
ATR provoca las mismas alteraciones en el sistema dopaminérgico de la rata
hembra Sprague-Dawley, y si estas alteraciones se correlacionan con el contenido

de DA y sus metabolitos en estructuras blanco de las vias dopaminérgicas.

IV. Hipoétesis
1) La exposicion cronica a ATR provocara alteraciones en conductas
relacionadas con los sistemas dopaminérgicos de ratas hembra Sprague-

Dawley.

2) La exposicion crénica a ATR provocara alteraciones en los niveles de
monoaminas evaluadas en las estructuras que conforman los sistemas

dopaminérgicos de ratas hembra Sprague-Dawley.

3) Las alteraciones en la conducta y en los niveles de monoaminas seran
mayores en las ratas hembra Sprague-Dawley expuestas a 10 mg de ATR/kg
de peso comparado con las ratas expuestas a 1 mg de ATR/kg de peso o el

grupo control.

V. Objetivos
1) Evaluar el efecto de la exposicion crénica a 1 o 10 mg de ATR/kg de peso en
la conducta de ratas hembra Sprague-Dawley mediante tareas relacionadas

con el funcionamiento adecuado de los sistemas dopaminérgicos.

2) Evaluar los efectos de la exposicion cronica a 1 o 10 mg de ATR/kg de peso
en el contenido de monoaminas en las estructuras que conforman los

sistemas dopaminérgicos de ratas hembra Sprague-Dawley.

VI. Método
Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos

bioéticos del Instituto de Neurobiologia en la Universidad Nacional Autbnoma de
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México para el uso de animales experimentales, bajo la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.

6.1 Sujetos

Se utilizaron 36 ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley recién destetadas (21
dias postnatales) con un peso inicial de 30-50 g, obtenidas del bioterio del Instituto
de Neurobiologia, UNAM.

La intoxicacion se realizé por via oral (alimento mezclado con el herbicida ATR)
durante catorce meses y para ello los animales se dividieron en 3 grupos

experimentales de 12 sujetos cada grupo:
1.- Control

2.- 1 mg ATR/kg de peso

3.- 10 mg ATR/kg de peso

Cada individuo se coloc6 en una caja individual con un ciclo invertido de
luz/oscuridad (luz de las 20:00 h a las 8:00 h) y se control6 la ingesta de alimento
de manera que los grupos tratados con ATR recibieron la cantidad diaria de 1 0 10

mg ATR/kg de peso, respectivamente.

Una vez que las ratas alcanzaron los 220 g de peso, se pesaron semanalmente y el
acceso al alimento se controlé para mantener al animal en este peso, mientras que

el agua se mantuvo ad libitum durante los 14 meses del experimento.

6.2 Preparacion de croquetas con atrazina

Para la preparacion del alimento con ATR, se pesaron 1000 g de alimento para rata
(LabDiet 5001), y se dej6 remojando en agua desionizada durante 1 dia,
posteriormente, se peso la cantidad respectiva de ATR para los grupos de 1 mg
ATR/kg (0.030 g de ATR/kg) o 10 mg ATR/kg (0.300 g de ATR/kg) y se mezclé con
el alimento para posteriormente hacer pequefas croquetas que se colocaron en un
horno a 80°C durante dos dias. Las ratas control recibieron alimento comercial
(LabDiet 5001).
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6.3 Tareas conductuales

6.3.1 Evaluacion neurologica

En el mes seis, ocho, diez y doce del experimento se evalu6 cualitativamente la
apariencia general del animal y cuantitativamente diversos parametros sensoriales
y motores de acuerdo con los protocolos de Deckel et al., (1986); Dunnet et al.,
(1987).

Evaluacion sensorial

Para evaluar el efecto de la exposicion a la ATR en las respuestas sensoriales de
los sujetos se realizé una evaluacion sensorial de 5 parametros distintos como se
describe a continuacion:

Orientacion de las vibrisas. - Se tocan momentaneamente las vibrisas de la rata
con un objeto de plastico y se registra la magnitud de la respuesta de orientacion de

la rata hacia el objeto.

Olfato. - Se acerca a la nariz de la rata un aplicador de madera con un extremo
cubierto de algodén humedecido con agua (no irritante) o xilol (irritante) y se observa

la respuesta de acercamiento o alejamiento antes estos estimulos.

Estimulo suave y afilado. - Utilizando un lapiz se aplica un estimulo de presion
con la parte de goma y un estimulo punzante momentaneo con la punta afilada en
cuatro superficies de cada lado de su cuerpo (articulaciones superiores de las patas
traseras y delanteras, costillas y abdomen) registrdndose la orientacion de la rata a

cada estimulo.

Tono muscular. - Se manipula individualmente cada una de las cuatro

extremidades de la rata para evaluar su resistencia a la flexion pasiva.

Comportamiento en campo abierto. - Se coloca a la rata en una mesa durante un
minuto y se registran los movimientos de cabeza hacia los lados, hacia arriba y hacia

abajo.
Cada respuesta se califico bajo el siguiente criterio:

— 0 =respuesta débil
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— 1 =respuesta moderada

— 2 =respuesta fuerte.

Al final, para obtener la calificacion de esta evaluacion se sumaron los puntos
obtenidos en los diferentes parametros siendo la calificacion maxima esperada para

una rata normal de 14 puntos.

Evaluacion motora

Se realiz6 una evaluacion de tres respuestas motoras para evaluar el efecto de la
exposicion a la ATR en este parametro como se describe a continuacion:

Postura general. - Se coloca a la rata en la superficie de una mesa y se observa la

“postura general durante un minuto, evaluandose de la siguiente manera:

— 2 = postura normal.
— 1 = mantiene la mandibula sobre la superficie de la mesa.

— 0 = arco exagerado en la espalda.

Orientacion de las extremidades. - Se sujeta al animal por la cola y se califica la

orientacion de las extremidades de la siguiente manera:

Patas anteriores:

— 4 = Las patas se orientan hacia adelante (normal).

— 3 =las patas se desvian hacia atras mas de 45 grados.
— 2 =las patas se desvian mas de 90 grados.

— 1 =las patas se desvian mas de 135 grados.

— 0 =las patas del animal quedan flexionadas al cuerpo.
Patas posteriores:

— 4 = las patas se orientan hacia afuera (normal).

— 1 punto por cada 15 grados que las patas se desvian de la postura normal
con un puntaje maximo de 3.

— 0 = las patas permanecen flexionadas al cuerpo.
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Colocacion de las extremidades en una superficie plana. - Se sujeta al animal
de la cola y se acerca lentamente a la superficie plana de una mesa. Se califica la
colocacion de las extremidades anteriores en la superficie de la mesa de la siguiente

manera:

— 2 =larata extiende las patas hacia la superficie de la mesa antes de tocarla.
— 1 =no extiende las patas, pero las extiende al acercase a la superficie cuando
sus vibrisas tocan la mesa.

— 0 =no extiende sus patas hacia la mesa.

Para obtener la calificacion de esta evaluacion se sumaron los puntos obtenidos en
los diferentes parametros siendo la calificacion esperada para una rata normal de

10 puntos.

6.3.2 Actividad locomotora

Se evaluo la actividad locomotora de las ratas mensualmente durante los primeros
12 meses de exposicion a la ATR. Para ello, las ratas se colocaron mensualmente
de manera individual, con agua y comida ad libitum, en una camara de actividad
locomotora [Digiscan Animal Activity Monitors, Acussan Inc. (Colombus, Ohio,
USA)] que consiste en una caja de acrilico transparente de 40 x 40 x 30 cm equipada
con detectores infrarrojos que por medio de un software registran distintos
pardmetros de actividad durante 25 horas, descartando la primera hora de registro

gue es el tiempo que el animal emplea para explorar la caja.

Figura 6. Caja de actividad locomotora espontanea (Digiscan Animal Activity Monitors).

26



Especificamente, las variables que se analizaron en esta prueba fueron las

siguientes:

Distancia total. - Indica la distancia recorrida (cm) por el animal en un tiempo de

muestreo determinado (actividad ambulatoria).

NUumero de estereotipias. - Indica el niumero de veces que el sistema capta
comportamiento estereotipado en el animal. Se requiere que el movimiento dure 1

segundo o mas para separar un episodio estereotipado del siguiente.

Actividad vertical. - Indica el nimero de interrupciones en el sensor vertical en un

tiempo de muestreo determinado

Actividad horizontal. - Indica el nimero total de interrupciones en el sensor

horizontal en un tiempo de muestreo determinado.

NUmero de movimientos. — Es el nUmero de movimientos horizontales realizados
por la rata en un tiempo de muestreo determinado. Los movimientos individuales

estan separados uno de otro por un periodo de reposo de al menos un segundo.

Tiempo en movimiento. - Es el tiempo (segundos) que el animal esta en actividad

ambulatoria durante un periodo de tiempo determinado.

Tiempo vertical. - Es el tiempo (segundos) que el animal se encuentra obstruyendo
el sensor vertical al incorporarse, de esta manera la variable empieza a incrementar

y continlda incrementando hasta que el animal esta debajo del sensor vertical.

Cuentas estereotipadas. — Es el numero de veces que el animal interrumpe

repetidamente el mismo sensor durante la actividad estereotipada.

Tiempo de estereotipia. - Es la cantidad total del tiempo (segundos) en el que se

observa el comportamiento estereotipado.

Distancia del margen. — Es la distancia (cm) que el animal recorre en el margen o

esquina de la caja.

Distancia en el centro. — Es la distancia (cm) que el animal recorre mientras esta

en el centro de la caja (no en el margen o las esquinas).
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6.3.3 Laberinto en cruz elevado

Para evaluar el efecto de la exposicion a ATR en la ansiedad de los sujetos, se
utilizé la prueba de laberinto elevado en cruz, la cual se basa en el conflicto del
animal por permanecer en un area seguray evitar la exploracion en areas abiertas.
Para ello, se utilizé6 un aparato elevado (50 cm con respecto al piso) formado por
cuatro brazos (dos brazos abiertos y dos brazos cerrados). La prueba consistio en
una sesion de 5 minutos para cada sujeto donde se colocd al animal en el centro
del laberinto viendo hacia un brazo cerrado y se registré el tiempo que el animal
paso en los brazos abiertos y cerrados.

Figura 7. Laberinto elevado en cruz. Representacion del aparato utilizado para medir la ansiedad

de los sujetos.

6.3.4 Tarea de laberintoen T

Para valorar el efecto de la exposicion a ATR en una tarea cognitiva que involucra
la participacion del STR, se entren6 a las ratas en una tarea de laberinto en T
(Ilamado asi por la similitud visual que mantiene con la letra “T”) que esta constituido
por 3 brazos de dimensiones idénticas con un eje de simetria y con dos angulos de
90° y un angulo de 180° entre los brazos.

Alternancia espontanea
Para evaluar los efectos de la ATR sobre la tendencia natural de los sujetos por
alternar entre dos opciones se utilizé la version de alternancia espontanea del

laberinto en “T”.
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Un dia previo al entrenamiento, a cada sujeto se le permitié explorar libremente el
laberinto durante una Unica sesion de 5 minutos. El dia del entrenamiento se colocé
a la rata en el compartimiento de inicio y se le dejo explorar libremente el laberinto
registrando el brazo elegido (izquierda o derecha) para consumir un reforzador (una
pastilla de azucar). Una vez que el animal consumio el reforzador de uno de los
brazos se registro el brazo elegido e inmediatamente se le retird del laberinto, se
limpié el aparato con acido acético y se colocd un nuevo reforzador en el brazo
elegido de tal forma que nuevamente el reforzador esté presente en ambos brazos.
Una vez transcurrido 1 minuto se coloc6 nuevamente al animal en el brazo de salida
permitiéndole elegir entre uno de los dos brazos y asi sucesivamente hasta
completar 10 ensayos durante 5 dias consecutivos. Se registr6 como un error si la
rata entr6 al compartimiento elegido en el ensayo anterior. Cabe mencionar que esta

conducta de alternancia se ha asociado con la participacion del STR y la CPF.

G ——

Figura 8. Alternancia espontanea. Representacion del aparato utilizado para evaluar la tendencia

natural de los sujetos por alternar entre dos opciones.
Alternancia forzada

Esta version nos ayuda a evaluar la memoria egocéntrica del sujeto que también
depende de la participacion del STR y al igual que la version anterior, durante el
entrenamiento se coloco a la rata en el compartimiento de inicio y se le dej6 explorar
libremente el laberinto registrando el brazo elegido (izquierda o derecha) para
consumir un reforzador. En el siguiente ensayo se cerr0 la puerta del

compartimiento previamente visitado, dejando la entrada libre al compartimiento
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restante y si la rata entr6 en el compartimiento abierto, éste se cerrd en el siguiente
ensayo y se reforzé el compartimiento contrario y asi sucesivamente hasta
completar 10 ensayos durante 5 dias consecutivos. Se registr6 como un error si la

rata entré al compartimiento cerrado.

1° ensayo 2° ensayo 3° ensayo

| | Cdr—=2] ==

= g
é G

Figura 9. Alternancia forzada. Representacién del aparato y el procedimiento realizado para

evaluar la memoria egocéntrica de los sujetos.

6.3.5 Laberinto radial de 8 brazos

El laberinto radial de 8 brazos consta de una base octagonal que une a 8 brazos de
acrilico en los cuales al final de cada brazo se encuentra un recipiente donde se
coloca un reforzador. La habitacion en donde se encuentra el laberinto cuenta con
claves espaciales distribuidas en direccion a los brazos para facilitar la orientacién

del animal.
Variante ganay cambia

Para evaluar si la exposicion a ATR provoca alteraciones en el aprendizaje espacial
de los sujetos que es dependiente de la participacion del hipocampo se realiz6 la
variante gana y cambia del laberinto radial de 8 brazos. La tarea consistio en una
sesion de habituacion al laberinto por un periodo de 5 minutos sin reforzador un dia
previo al entrenamiento. El dia del entrenamiento se colocé al animal en el centro
de la plataforma octagonal del laberinto y se registraron las visitas a cada uno de
los ocho brazos con un reforzador en sus extremos cada uno en un tiempo de 300
segundos, si antes de este tiempo la rata visito los ocho brazos se dio por terminada
la tarea. Se consideré como error si la rata entré a un brazo previamente visitado.

La prueba consistié en dos ensayos por dia durante 5 dias consecutivos

30



@
(J [ )
w,/;}.\
lﬁj‘\ f‘il .
\/ ®
Ll

Figura 10. Ganay cambia. Representacion del aparato utilizado para evaluar la memoria espacial

de los sujetos.
Variante ganay cambia con retardo

Para evaluar si la exposicion a ATR provoco afecciones en el NAc, se realizé la
variante gana y cambia con retardo del laberinto radial de 8 brazos, la cual consiste
en una fase de entrenamiento y una fase de prueba separadas por 5 minutos. Un
dia previo al dia de entrenamiento se le permitié a cada animal explorar el aparato
durante 5 minutos (sin reforzador) y en el dia dos antes de la fase de entrenamiento
se seleccionaron 4 brazos del laberinto de forma aleatoria donde se deposito el
reforzador mientras que los 4 brazos restantes permanecieron cerrados. Durante el
entrenamiento se coloc6 al animal en el centro de la plataforma octagonal del
laberinto y se le permiti6 comer el reforzador que se encontraba en los brazos
abiertos en un tiempo de 300 segundos. Posteriormente se retird al animal durante
5 minutos, se limpi6 el laberinto con una solucién de acido acético al 1%, se coloco
un reforzador en los brazos que estuvieron cerrados y se abrieron las puertas de los
8 brazos del laberinto. Por ultimo, se depositd nuevamente al animal en el laberinto
y se registraron los brazos a los que entrd. Si la rata no entro6 a los brazos reforzados
se le calific6 como error. Esta prueba consté de un ensayo por dia durante 5 dias

consecutivos.
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Figura 11. Ganay cambia con retardo. Representacion del aparato y el procedimiento realizado

para evaluar la memoria espacial de los sujetos.

6.3.6 Barra de equilibrio

Para evaluar la coordinacion motora y el balance de los sujetos se utilizé la prueba
de barra de equilibrio para la cual se emplearon dos barras de madera con superficie
plana las cuales se colocaron a 75 cm de altura con respecto al piso. La primera
barra se utiliz6 para la fase de entrenamiento (1.70 cm de largo x 7 cm de ancho x
2 cm de grosor) y la segunda para la fase de prueba (1.70 cm de largo x 7 cm de
ancho x 1 cm de grosor) y en uno de los extremos se coloc6 una caja negra que

sirvi6 como plataforma de escape.

En el primer dia de entrenamiento cada animal fue obligado a caminar sobre la barra
de dos centimetros de ancho desde cuatro posibles distancias de partida con
respecto a la plataforma (20, 80, 120 y 150 cm) y se registré el tiempo que tardd
cada animal en llegar a la misma. En el dia 2 las ratas se colocaron nuevamente en
la barra de dos centimetros, pero esta vez se liberaron solo desde los 20 y 150 cm
de distancia con respecto a la plataforma y se registr6 la latencia de llegada. Por
altimo, para el dia 3 se empled la barra de 1 cm de ancho y nuevamente se liberé a
cada sujeto desde la distancia de 20 y 150 cm de distancia de la plataforma,
registrando el tiempo que le tomo llegar hasta la misma. Ademas, cada sesion fue
video grabada para contar los errores cometidos por cada animal en cada trayecto
y un error fue definido como la falla que presentd el animal para agarrarse de la

barra con cualquiera de sus extremidades traseras.
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Figura 12. Barra de equilibrio. Representacion del aparato utilizado para evaluar la coordinacion

motora fina de los sujetos.

6.3.7 Rodillo giratorio

Se evalué la coordinacion motora de los sujetos de los diferentes grupos
experimentales utilizando el aparato IITC 755 ROTOROD (San Diego, CA, USA) el
cual consiste en una estructura metalica con 5 cilindros internos de 3.75” de
diametro accionados por un motor y cada cilindro tiene adherida una superficie
rugosa que le permite al animal sujetarse. El aparato proporciona el tiempo en el
cual el animal cae del cilindro, asi como la velocidad de giro del cilindro en

revoluciones por minuto (rpm).

Un dia previo al entrenamiento los animales se habituaron al aparato colocandolos
en el cilindro a una velocidad constante de 4 rpm durante 2 minutos. Posteriormente,
se entreno a los animales durante 5 dias consecutivos con dos sesiones diarias
para permanecer en el cilindro giratorio de las cuales la primera sesion se llevé a
cabo con una aceleracion de 4 a 20 rpm durante 60 segundos, mientras que para la
segunda sesion el cilindro giratorio se programé para acelerar de 4 a 45 rpm en 180
segundos y al final se registro la latencia de caida para cada animal en un tiempo

total de evaluacion de 300 segundos.

6.3.8 Habituacion/discriminacion olfativa

La capacidad olfativa general se evalu6 mediante la prueba de
habituacién/discriminacién olfativa para la cual se utilizaron dos olores no sociales
(vainilla y platano) que se eligieron por ser los olores mas atractivos para las ratas

en una sesion de prueba de 4 olores (naranja, platano, vainilla y canela) y dos olores
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sociales (aserrin sucio de macho o hembra en edad reproductiva). Para los olores
no sociales se colocaron 20 pl del olor a vainilla o a platano (acetato de amilo) en
un papel filtro de 2 cm de didmetro previamente pegados en tapas de tubos falcén
de 50 ml mientras que los olores sociales se prepararon 10 minutos antes de cada
prueba introduciendo un papel filtro en una bolsa ziploc con aserrin sucio de un

macho o una hembra desconocidos.

De manera general la tarea consistié en colocar a cada rata en una caja estandar
dandole un periodo de habituacién de 10 minutos en el que se colocé una tapa con
un papel filtro estéril sobre la rejilla de la caja. La sesion de prueba comenz6 con
dos ensayos consecutivos en los cuales se presentd un estimulo de olor neutro
(aceite mineral) durante 2 minutos por ensayo, seguido de tres ensayos
consecutivos de 2 minutos de duracion de los olores no sociales y de los olores
sociales presentados en un orden compensado. Cada ensayo se separ6 por un
intervalo entre ensayos de 1 minuto en el que se retir6 el estimulo de la tapa de la
jaula y se preparé el siguiente ensayo/olor. Se evalu6 el tiempo de exploracion de
los sujetos ante los diferentes olores en cada uno de los ensayos.

6.4 Determinacion de monoaminas

Finalizadas las pruebas cognitivas y de coordinaciébn motora se evaluo el ciclo estral
de las ratas y se sacrificaron por decapitacion para obtener sangre, extraer el
cerebro y realizar la diseccion de las diferentes estructuras cerebrales que
conforman los sistemas dopaminérgicos. Posteriormente, el tejido se congeld a -
80°C para el analisis de monoaminas (DA y sus metabolitos DOPAC y HVA) por
HPLC y se midieron las concentraciones de estradiol en sangre para descartar

posibles influencias de dicha hormona en los niveles de monoaminas.

Se separaron las monoaminas en una columna C-18 (Alltima, HiChrom, England)
con un tamario de particula de 3 um y una longitud de 100 mm x 4.6 mm de ancho,
la cual se encuentra conectada a una bomba (Perkin Elmer series 200) por donde
se inyecta la fase movil isocratica, la cual estd compuesta de 0.1 M de fosfato
monobasico, 0.5 mM octil sulfato de sodio, 0.03 mM EDTA y 11-13% de metanol.
La deteccion se realiz0 ajustando a un potencial amperométrico de 850 mV
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relacionado a un electrodo de referencia Ag/AgCl y una sensibilidad de 2 nA. Los
resultados generados se analizaron con el software TotalChrom Navigator version
6.3.1.0504 (PerkinElmer, San José, CA. USA). Se utilizaron curvas de calibraciéon

externas para la determinacion de las monoaminas.

El disefio experimental y la linea de tiempo para el presente trabajo estan

representados en la Figura 13.

LT Cc™M

LEC = LR ECE

Se extrajo el cerebro para
determinar los niveles de
DA vy sus metabolitos
(DOPAC y HVA) en los
sistemas dopaminérgicos
por HPLC y se midieron los
niveles de estradiol en
sangre
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AL: Actividad locomotora

EN: Evaluacién neuroldgica

LEC: Laberinto elevado en cruz

LT: Laberintoen T

LR: Laberinto radial

BE: Barra de equilibrio

CM: Coordinacién motora

H/D: Habituacién/Discriminacion olfativa
ECE: Evaluacion del ciclo estral

Figura 13. Disefio experimental y eventos cronoldgicos para el estudio de la exposicidn crénica a

ATR durante 14 meses.

6.5 Analisis estadistico.

Se utilizo el programa estadistico GraphPad Prism versién 7 para el analisis de
datos. Para las tareas conductuales (actividad locomotora, evaluacion neuroldgica,
laberinto elevado en cruz, laberinto en T, laberinto radial, barra de equilibrio, rodillo
giratorio y habituacién/discriminacion olfativa) se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) de medidas repetidas de una o dos vias dependiendo el caso para cada
variable y en caso de encontrar diferencias significativas se utilizé un analisis post

hoc de Fisher. Las concentraciones de monoaminas y de estradiol en sangre, se
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compararon entre grupos utilizando un ANOVA de una via. Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos cuando el valor de p fue menor a 0.05.

VIl. Resultados

7.1 Efecto de la ATR en la capacidad sensorial y motora.

No se observaron cambios importantes en el aspecto general de los sujetos y el
ANOVA de una via no arroj6 efectos significativos del tratamiento sobre los
parametros sensoriales en el mes seis (F 2,32 = 1.088, p = 0.3491), ocho (F (2, 32) =
0.1006, p = 0.9046), diez (F (2, 32) = 0.864, p = 0.4311) y doce (F 2,32) = 2.363, p =
0.1104) (Figura 14A). En cuanto a la evaluacion de los parametros motores, no se
pudo realizar una comparacion estadistica ya que el puntaje de todos los sujetos
fue de 10 puntos, lo cual demuestra que la ATR no provocoé alteraciones motoras
generales (Figura 14B). Sin embargo, es importante mencionar que durante la
manipulacion algunas ratas del grupo expuesto a 1 mg de ATR/kg de peso se
mostraron mas activas que las ratas control y las expuestas a 10 mg de ATR/kg de
peso ya que en algunas ocasiones buscaban escapar de la mesa donde se realizé

la evaluacién neuroldgica.

Evaluacion sensorial

Evaluacion motora
A s B
7 15+
Il Control

s B ATR1mg
w104 &
w 104 B ATR 10 mg
+H
o ®
g g
g 5%

0- 0

12°
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Figura 14. Evaluacién neurolégica. Las gréficas muestran el promedio del puntaje y el error
estandar de la evaluacion sensorial (A) y motora (B) de los diferentes grupos experimentales a los
seis, ocho, diez y doce meses de tratamiento con el herbicida ATR.

7.2 Efecto de la ATR en la actividad locomotora.
Para evaluar el efecto de la ATR en la actividad locomotora espontanea de los

roedores, mensualmente se evaluaron diferentes parametros de actividad obtenidos
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mediante un sistema de registro automatizado durante 25 horas, considerando la
primera hora como el tiempo de exploracién. Los resultados de las 24 horas
restantes (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) se agruparon en bloques de 3
horas de actividad, tanto los resultados de la primera hora y de las 24 horas
posteriores se compararon mediante un ANOVA de dos vias y medidas repetidas.

7.2.1 Efecto de la ATR en la exploracion.

Para evaluar los efectos de la ATR en el proceso de exploracion en la actividad
locomotora se analiz6 la primera hora de registro utilizando el parametro de
distancia total como el parametro que mejor representa la actividad locomotora
general. EI ANOVA de dos vias encontro diferencias en el factor mes (F @z, 352) =
3.997, p < 0.0001), pero no en el tratamiento (F (2, 32) = 1.498, p = 0.2389) ni en la
interaccion entre ambos factores (F (22, 352) = 0.853, p = 0.6578) (Figura 15).
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Figura 15. Actividad horizontal. La grafica muestra el promedio y el error estandar de la distancia
total recorrida en centimetros de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR
1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) cada mes durante la primera hora

del registro de la actividad locomotora.

Por otro lado, al evaluar la distancia recorrida por el animal en el centro de la caja
como una medida de posible ansiedad de los sujetos por estar en un espacio abierto
se observaron diferencias en el factor mes (F (1, 352) = 9.316, p < 0.0001), pero no
en el tratamiento (F 2, 32) = 2.899, p = 0.1404) ni en la interaccion entre ambos

factores (F (22, 352) = 0.68, p = 0.7522) (Figura 16A), y al evaluar la tigmotaxis (la
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tendencia de los animales a recorrer la caja tocando las paredes), también se
encontraron diferencias en el factor mes (F @1, 352) = 3.995, p < 0.0001) pero no en
el tratamiento (F 2, 32) = 0.7431, p = 0.4837) ni en la interaccion (F (2, 352) = 1.032, p
=0.4239) (Figura 16B).

A B
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Figura 16. Actividad en el centro y el margen. La grafica muestra el promedio y el error estandar
de la distancia en centimetros de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR
1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) en (A) el centro y (B) el margen de
la caja durante la primera hora de registro mensual de la actividad locomotora.

Cabe destacar que, al analizar el tiempo de actividad vertical durante la primera
hora de registro, se encontraron diferencias significativas para el factor mes (F @1,
352) = 20.77, p < 0.0001) y tratamiento (F (2, 32) = 4.389, p = 0.0207) pero no para la
interaccion entre ambos factores (F (22, 352) = 0.7901, p = 0.7384). La prueba post
hoc arrojo diferencias significativas entre el grupo ATR 10 mg y el grupo control para
el segundo (p = 0.0030) y tercer mes (p = 0.0202) (Figura 17).
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Figura 17. Actividad vertical. La grafica muestra el promedio y error estandar del tiempo en
segundos de la actividad vertical de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso
(ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) durante la primera hora de
registro de actividad locomotora de cada mes. * Los grupos ATR 1 mg y ATR 10 mg son
estadisticamente diferentes del grupo control (p < 0.05), + el grupo ATR 10 mg es estadisticamente
diferente del grupo control (p < 0.05).

7.2.2 Efecto de la ATR en la actividad locomotora espontanea general.

Como se mencion6 anteriormente, los resultados de las 24 horas de registro (12
horas de luz y 12 horas de oscuridad) se agruparon en bloques de 3 horas de
actividad y se compararon mediante un ANOVA de dos vias y medidas repetidas.
En la Tabla 1 se listan los resultados del andlisis de las 24 horas para el primero,
segundo y séptimo mes de exposicién. Se omitieron el resto de los meses al no

presentar efectos significativos.

7.2.3 Efecto de la ATR en el nimero de movimientos.

En el pardmetro de numero de movimientos del primer mes se observaron
diferencias significativas de tratamiento (F (2, 32) = 4.099, p = 0.0260) y tiempo (F 7,
224) = 160, p < 0.0001) pero no en la interaccién entre ambos factores (F (14, 224) =
1.071, p = 0.3850). La prueba post hoc mostré que el grupo tratado con la dosis de
1 mg de ATR/kg de peso presenta un decremento en el nimero de movimientos
comparado con el grupo control tanto en el bloque de las 8-10 hrs (p = 0.0247) y el
bloque de las 11-13 hrs (p = 0.0143), pero no con el grupo de 10 mg de ATR/kg de
peso (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la ATR en el nUmero de movimientos. La grafica muestra el promedio y
error estandar del nimero de movimientos de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg
de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) en un lapso de 24
horas (divididas en bloques de 3 horas) después de un mes de tratamiento. # El grupo ATR 1 mg es

estadisticamente diferente del grupo control (p < 0.05).

7.2.4 Efecto de la ATR en la actividad vertical

En el parametro de actividad vertical del primer mes no se observaron diferencias
significativas en el tratamiento (F (2, 32) = 2.607, p = 0.0893) pero si en el tiempo (F
(7,224)=41.05, p <0.0001) y en la interaccién entre ambos factores (F (14, 224) = 2.093,
p = 0.0131) y en la prueba post hoc se encontré que los grupos tratados con las
dosis de 1 y 10 mg de ATR/kg de peso presentan un decremento en la actividad
vertical comparado con el grupo control en el bloque de las 11-13 hrs (control vs 1
mg ATR, p =0.0008; control vs 10 mg ATR, p = 0.0028) y el bloque de las 14-16 hrs
(control vs 1 mg ATR, p = 0.0108; control vs 10 mg ATR, p = 0.0104) (Figura 19A).

Por otro lado, al analizar el tiempo de actividad vertical del primer mes el estadistico
arrojo diferencias significativas en el tratamiento (F (2, 32) = 3.909, p = 0.0303), el
tiempo (F (7, 224y = 57.33, p < 0.0001) y en la interaccion entre ambos factores (F (4,
224) = 2.778, p = 0.0008). La prueba post hoc indicé que tanto el grupo tratado con
la dosis de 1 mg como el de 10 mg de ATR/kg de peso presentan un decremento
en el tiempo de actividad vertical comparado con el grupo control en el bloque de
las 11-13 hrs (control vs 1 mg ATR, p = 0.0001; control vs 10 mg ATR, p < 0.0001)
y el bloque de las 14-16 hrs (control vs 1 mg ATR, p = 0.0395; control vs 10 mg
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ATR, p = 0.0023), mientras que para el bloque de las 17-19 hrs solo el grupo de 10
mg de ATR fue estadisticamente diferente con respecto el grupo control (p = 0.0469)
(Figura 19B).
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Figura 19. Efecto de la ATR en la actividad vertical. La grafica muestra el promedio y error
estandar de (A) el conteo de la actividad vertical y (B) el tiempo de actividad vertical de los sujetos
control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg
de peso (ATR 10 mg) en un lapso de 24 horas (divididas en bloques de 3 horas) después de un mes
de tratamiento. * Los grupos ATR 1 mg y ATR 10 mg son estadisticamente diferentes del grupo

control (p < 0.05); + el grupo ATR 10 mg es estadisticamente diferente del grupo control (p < 0.05).

7.2.5 Efecto de la ATR en las estereotipias

En el pardmetro de actividad estereotipica del primer mes se encontraron
diferencias significativas en el tratamiento (F (2, 32) = 4.927, p = 0.0136) y el tiempo
(F (7,224) = 119.4, p < 0.0001) pero no en la interaccion entre ambos factores (F (a4,
224) = 0.6549, p = 0.8164). La prueba post hoc arrojé que el grupo tratado con la
dosis de 10 mg de ATR presenta un decremento en la actividad estereotipica
comparado con el grupo tratado con 1 mg de ATR en el bloque de las 17-19 hrs (p
= 0.0499) pero no con el grupo control (p = 0.0913) (Figura 20A).

De manera similar, al analizar la actividad estereotipica del segundo mes,
nuevamente se encontraron diferencias significativas en el tratamiento (F ¢, 32) =
3.414, p =0.0453) y el tiempo (F (7, 224) = 52.16, p < 0.0001) pero no en la interaccion

entre ambos factores (F (14, 224y = 0.6571, p = 0.8144). La prueba post hoc indic6 que
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el grupo tratado con la dosis de 10 mg de ATR presenta un decremento en la
actividad estereotipica comparado con el grupo control en el bloque de las 8-10 hrs
(p = 0.0500) pero no con el grupo de 1 mg de ATR/kg de peso (p = 0.5674) (Figura
20B).
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Figura 20. Efecto de la ATR en la actividad estereotipica. La grafica muestra el promedio y error
estandar del conteo de la actividad estereotipica de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de
ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) en un lapso
de 24 horas (divididas en bloques de 3 horas) después de (A) un mesy (B) dos meses de tratamiento.
~ el grupo ATR 10 mg es estadisticamente diferente del grupo de ATR 1 mg (p < 0.05); + El grupo
ATR 10 mg es estadisticamente diferente del grupo control (p < 0.05).

7.2.6 Efecto de la ATR en el descanso

Al analizar los episodios de descanso del primer mes el andlisis mostré diferencias
significativas en el tratamiento (F (2, 32) = 4.068 p = 0.0267) y el tiempo (F (7, 224) =
160 p < 0.0001) pero no en la interaccién entre ambos factores (F (4, 224) = 1.073 p
= 0.3830). La prueba post hoc reveld que el grupo tratado con la dosis de 1 mg de
ATR presenta un decremento significativo en los episodios de descanso comparado
con el grupo control tanto en el blogue de las 8-10 hrs (p = 0.0246) como el bloque
de las 11-13 hrs (p = 0.0142), pero no es diferente con respecto al grupo de 10 mg
(8-10 hrs: p =0.6101; 11-13 hrs: p = 0. 0.6634) (Figura 21A).

Y en el séptimo mes el ANOVA también encontro diferencias significativas en el
tratamiento (F (2, 32) = 4.694, p = 0.0163) y el tiempo (F (7, 224) = 42.37, p < 0.0001)
pero no en la interaccion entre ambos factores (F (14, 224y = 0.8568, p = 0.6067). La
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prueba post hoc mostrd que el grupo tratado con la dosis de 10 mg de ATR/kg de
peso presentan un aumento significativo en los episodios de descanso comparado
con el grupo control en el bloque de las 14-16 hrs (p = 0.0206), pero no con el grupo
de 1 mg (p = 0.2032) (Figura 21B).
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Figura 21. Efecto de la ATR en el descanso. La grafica muestra el promedio y error estandar del
conteo del descanso de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y
los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) en un lapso de 24 horas (divididas en
blogues de 3 horas) después de (A) un mes y (B) siete meses de tratamiento. # el grupo ATR 1 mg

es estadisticamente diferente del grupo control (p < 0.05). + El grupo ATR 10 mg es estadisticamente
diferente del grupo control (p < 0.05).
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Tablade F's

Primer mes (24 hrs)

AH DT NM ™ AV TV CE TE AA ED
Grupo F@3)=22 F (2,32 =0.3 F (2,32 = 4.0* Feay=21 F32)=26 F (2,32 =3.9* F @ 32 = 4.9* F @ 32 = 4.9% Fe3)=18 F 2 32 = 4.0%
Tiempo F (7, 204y = 120.2* F (7, 224y = 63.3* F (7, 224y = 160* F (7, 224y = 133.9* F (7, 224y = 41.0* F (7, 204y = 57.3* F (7, 224y = 119.4* F (7, 204y = 82.8* F (7,224 = 111.1* F (7,220) = 1*
Interaccion F (14,224)= 0.7 F (14,224) = 0.9 F (14,224 = 1.0 F (14,224 = 0.5 F (14, 220y = 2.0* F (14, 220y = 2.7* F (14, 224y = 0.6 F (14, 224)= 0.6 F (14,224)= 0.8 F (14,224)= 1.0

Tablade F's

Segundo mes (24 hrs)

AH DT NM ™ AV TV CE TE AA ED
Grupo F32=05 F (2,32 = 0.06 F@3)=15 F 232 =0.9 F (2,32 =0.7 F 232 =0.9 F (2,32 = 3.4* F@a3)=29 F(232=04 Fe3)=15
Tiempo F (7,224 = 82.5* F (7,224) = 51.4* F (7, 224y = 123.5* F (7, 224 = 90* F (7, 224) = 4.6* F (7, 224y = 35.0* F 7,224y = 52.1* F (7,224 = 60.4* F (7,204) = 77.2% F (7, 224y = 123.5*
Interaccion F (14,224)= 0.8 F (14,224 = 0.5 F (14,224 = 0.8 F (14,224 = 0.9 F (14,224)= 1.0 F (14,224)= 0.8 F (14, 224y = 0.6 F (14,224 = 0.8 F (14,224)= 0.8 F (14,224)= 0.8

Tablade F's

Séptimo mes (24 hrs)

AH DT NM ™ AV TV CE TE AA ED
Grupo F32=01 F(3=0.1 F3)=18 F(232=0.1 F@3=0.1 F 232 =0.6 F(32=0.7 Fe3)=18 F3=0.1 F (2,32 = 4.6*
Tiempo F 7,224y = 21.3* F (7, 224y = 14.0* F (7, 224y = 29.7* F (7, 224y = 25.9* F 7,224y = 16.2* F 7,224y = 19.8* F (7, 224y = 25.9* F (7, 224y = 29.7* F (7, 224y = 19.8* F (7, 204y = 42.3*
Interaccion F (14,224)= 0.5 F (14,224 = 0.4 F (14,224 = 0.3 F (14,224 = 0.4 F (14,224)= 0.8 F (14,224)= 0.8 F (14,224 = 0.4 F (14,224)= 0.3 F (14,224)= 0.5 F (14,224)= 0.8

Tabla 1. Resumen de los valores de F para el analisis de las 24 horas del registro de la actividad locomotora espontanea en el primero, segundo y
séptimo mes de exposicién. Abreviaciones. AH, actividad horizontal; DT, distancia total; NM, numero de movimientos; TM, tiempo en movimiento; AV, actividad

vertical; TV, tiempo vertical; CE, cuentas de estereotipias; TE, tiempo en estereotipias; AA, actividad ambulatoria; ED, episodios de descanso. * p < 0.05
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7.3 Efecto de la ATR en la ansiedad

7.3.1 Laberinto elevado en cruz

Al evaluar la ansiedad de los sujetos midiendo el tiempo que pasan en los brazos
del laberinto elevado en cruz no se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes grupos experimentales para el tiempo que los animales pasaron en los

brazos abiertos (F (2, 31) = 0.003, p = 0.996) o cerrados (F (2, 31) = 0.4253, p = 0.657)
(Figura 22).

150
[ Control

B ATR 1 mg
Bl ATR10mg
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2

Brazos abiertos Brazos cerrados

Figura 22. Efecto de la ATR en la ansiedad. La grafica muestra el promedio y el error estandar del
tiempo en los brazos abiertos y cerrados del laberinto elevado en cruz de los sujetos control, los
expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR
10 mq) a los 13 meses de tratamiento.

7.4 Efecto de la ATR sobre tareas de aprendizaje y memoria

7.4.1 Laberinto en T alternancia espontanea

Al comparar el promedio del porcentaje de alternancia de los sujetos durante los 10
ensayos consecutivos del primer dia de entrenamiento no se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales (F (, 27) =
0.7614, p = 0.4768) (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la ATR en la alternancia espontanea. La grafica muestra el promedio y el
error estandar del porcentaje de alternancia de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg
de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) durante 10 ensayos

consecutivos el primer dia de entrenamiento.

De manera similar, al comparar el numero de errores a lo largo de los 5 dias de
entrenamiento se encontraron efectos significativos para el factor dia (F @, 108) =
14.43, p < 0.0001), pero no para el tratamiento (F ¢, 27y = 0.179, p = 0.836) o la
interaccion entre ambos factores (F (s, 108) = 0.8678, p = 0.5461) (Figura 24A).

Y al evaluar el tiempo que los sujetos tardan en obtener el reforzador a lo largo de
los dias también encontramos diferencias significativas para el factor dia (F (4, 108) =
14.28, p < 0.0001) pero no para el tratamiento (F 2, 27) = 0.1969, p = 0.8225) ni la
interaccion entre ambos factores (F s, 108) = 1.432, p = 0.1913) (Figura 24B).
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Figura 24. Efecto de la ATR en la alternancia espontanea. Las graficas muestran el promedio y
el error estandar de los errores cometidos (A) y el tiempo (B) que le tomé a los sujetos control, los

expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR
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10 mg) obtener el reforzador durante 5 sesiones de entrenamiento en la tarea de alternancia
espontanea realizada en el mes 13 de tratamiento.

7.4.2 Laberinto en T alternancia forzada

Al evaluar el aprendizaje de tipo egocéntrico se encontraron diferencias en el
namero de errores de los sujetos para el factor dia (F @, 108) = 34.6, p < 0.0001) pero
no para el tratamiento (F (2, 27) = 0.1648, p = 0.8489) o la interaccion entre ambos
factores (F (s, 108) = 0.5495, p = 0.8167) (Figura 25A). De igual manera, al evaluar el
tiempo también encontramos diferencias significativas para el factor dia (F (@, 108) =
4.011, p = 0.0045) pero no para el tratamiento (F (2, 27) = 0.3978, p = 0.6757) ni la
interaccion entre ambos factores (F s, 108) = 1.061, p = 0.3958) (Figura 25B).
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Figura 25. Efecto de la ATR en la alternancia espontanea. Las graficas muestran el promedio y
el error estandar de los errores cometidos (A) y el tiempo (B) que le tomo a los sujetos control, los
expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR
10 mg) obtener el reforzador durante 5 sesiones de entrenamiento en la tarea de alternancia forzada

realizada en el mes 13 de tratamiento.

7.4.3 Laberinto radial gana y cambia

Para evaluar la memoria espacial de los sujetos y posibles afecciones en la
funcionalidad del hipocampo se realizo un entrenamiento en dos versiones distintas
de la tarea de laberinto radial de 8 brazos. En la version gana y cambia no se
encontraron diferencias significativas en el nUmero de errores cometidos por los
sujetos durante 5 dias consecutivos de entrenamiento para el factor dia (F (4, 108) =
1.852, p = 0.1242), tratamiento (F 2, 27) = 0.2721, p = 0.7638) o la interaccion entre
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ambos factores (F s, 108) = 0.719, p = 0.6743) (Figura 26A). Y al comparar los tiempos
gue los sujetos tardaron en resolver la tarea encontramos diferencias significativas
para el factor dia (F (4, 108) = 7.745, p < 0.0001) pero no para el tratamiento (F (2, 27
=0.6781, p = 0.5160) o la interaccién (F (s, 108y = 0.692, p = 0.6978) (Figura 26B).
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Figura 26. Efecto de la ATR en el aprendizaje y memoria espacial. Las graficas muestran el
promedio y el error estandar de los errores cometidos (A) y el tiempo (B) que le tom6 a los sujetos
control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg
de peso (ATR 10 mg) obtener el reforzador durante 5 sesiones de entrenamiento en la tarea de gana
y cambia realizada en el mes 13 de tratamiento.

7.4.4 Laberinto radial gana 'y cambia con retardo

Por otro lado, al analizar los errores de la version de gana y cambia con retardo (a
la cual también se le ha atribuido la participacién de NAc) tampoco se encontraron
diferencias significativas para el factor dia (F @, 108y = 2.277, p = 0.0656), para el
factor tratamiento (F (2,27) = 0.3602, p = 0.7008) o la interaccién entre ambos factores
(F 8,108) = 1.053, p = 0.4017) (Figura 27A). Sin embargo, al comparar el tiempo que
los sujetos tardaron en obtener los reforzadores encontramos diferencias para el
factor dia (F ,108) = 0.7258, p = 0.5762) pero no para el tratamiento (F (2,27) = 0.3173,

p = 0.7308) o la interaccion entre ambos factores (F (s, 108y = 0.5387, p = 0.8250)
(Figura 27B).
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Figura 27. Efecto de la ATR en el aprendizaje y memoria espacial. Las graficas muestran el
promedio y el error estandar de los errores cometidos (A) y el tiempo (B) que le tom6 a los sujetos
control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg
de peso (ATR 10 mg) obtener el reforzador durante 5 sesiones de entrenamiento en la tarea de gana

y cambia con retardo realizada en el mes 13 de tratamiento.

7.5 Efecto de la ATR en la coordinacion motora

7.5.1 Barra de equilibrio

Al evaluar la coordinacién motora fina mediante la tarea de la barra de equilibrio
tampoco se encontraron diferencias significativas en el tiempo que los sujetos
tardaron en recorrer la viga (F 2 27 = 0.3684, p = 0.6953) ni en los errores que
cometieron durante el trayecto (F (2,27 = 1.007, p = 0.3788) (Tabla 2).

Control ATR 1 mg ATR 10 mg Estadistica
Tiempo total 48 + 6.6 45+ 7 40.27 £ 5.6 F 2,27y = 0.3684
(segundos) p =0.6953
Errores totales 2.222 £0.2 24+0.2 2.818+0.4 F 2,27y = 1.007
p =0.3788

Tabla 2. La tabla muestra la media + el error estandar del tiempo en recorrer la viga y los errores
cometidos de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los
expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) a los 13 meses de tratamiento.

7.5.2 Cilindro giratorio
Se evalud la coordinaciéon motora gruesa de los sujetos al comparar el tiempo que
los sujetos de los diferentes grupos experimentales permanecen en el cilindro

giratorio en la prueba del rotorod durante 5 dias consecutivos. Se observaron
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diferencias significativas para el factor dia (F (4, 108y = 11.05, p < 0.0001) pero no para
el tratamiento (F (2, 27y = 0.1508, p = 0.8607) o en la interaccion entre ambos factores
(F (8, 108) = 0.955, p = 0.4751) (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de la ATR en la coordinacion motora. La grafica muestra el promedio y el error
estandar del tiempo que los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y
los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg) permanecieron en el cilindro giratorio durante

5 sesiones de entrenamiento en la prueba de rotorod evaluada en el mes 14 de tratamiento.

7.6 Efecto de la ATR en la habituacién/discriminacién olfativa

7.6.1 Capacidad de habituacion a olores novedosos sociales y no sociales

Al evaluar la capacidad olfatoria de los sujetos mediante el tiempo de olfacién de los
estimulos a lo largo de los ensayos se encontraron diferencias para el factor tiempo
(F 3,351 = 16.72, p <0.0001), pero no en el tratamiento (F 2, 27) = 2.059, p = 0.1471)

ni en la interaccion entre ambos factores (F (26, 351y = 1.077, p = 0.3653) (Figura 29).

Al evaluar el tiempo de olfacién de cada ensayo por parte de cada uno de los grupos
experimentales se observé que los sujetos del grupo control lograron habituarse a
los olores probados como lo indica la disminucion en el tiempo de olfateo durante la
presentacion consecutiva del olor a vainilla (F 2, 16y = 16.36, p = 0.0001), a platano
(F 2, 16) = 36.29, p < 0.0001), a macho (F (2 16) = 15.08, p = 0.0002) y a hembra (F
16) = 7.471, p = 0.0051) (Figura 29).
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Por otro lado, los sujetos expuestos a 1 mg de ATR no mostraron una disminucion
en el tiempo de olfateo al olor de vainilla (F (2,18) = 0.312, p = 0.7358) pero si para el
olor a platano (F (2, 18y = 10.38, p = 0.0010) y a macho (F , 18) = 5.254, p = 0.0160),
sin embargo, el tiempo de exploracion para el olor a hembra tampoco disminuyé (F
©.18) = 1.257, p = 0.3082) (Figura 29).

Y en cuanto al grupo expuesto a 10 mg de ATR se observé que los sujetos se
habituaron al olor de vainilla (F ¢, 20) = 8.949, p = 0.0017), platano (F (, 20) = 18.86,
p = 0.0001), macho (F (. 20) = 8.616, p = 0.0020) y hembra (F (2, 20) = 5.074, p =
0.0165), sin embargo, vale la pena destacar que para el olor a macho hubo una
disminucién en el tiempo de exploracion de la segunda presentacion con respecto
a la primera pero no de la tercera presentacién con respecto a la primera (p =
0.0622) (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de la ATR en la habituacion olfativa. La grafica muestra el promedio y el error
estandar del tiempo de exploracién o tiempo de olfateo de presentaciones consecutivas de olor a
aceite mineral (gris), a vainilla (verde), a platano (amarillo), a macho (azul) y a hembra (rosa) de los
sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de
ATR/kg de peso (ATR 10 mg). El tiempo de exploracion es estadisticamente significativo (p < 0.05)
con respecto al tiempo de exploracion de la primera presentacion para cada olor en el grupo *

Control, # 1 mg y + 10 mg.
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7.6.2 Capacidad de deshabituacion o discriminacion de olores novedosos

sociales y no sociales.

Al evaluar la deshabituacién que se entiende como un incremento en el tiempo de
exploracion hacia un nuevo olor, lo que permite decir que hay discriminacion de un
olor, se encontraron diferencias significativas para el factor tiempo (F s, 216y = 19.77,
p <0.0001), pero no en el tratamiento (F (2, 27) = 1.209, p =0.3142) ni en la interaccién
entre ambos factores (F (s, 216) = 0.6786, p = 0.8136) (Figura 30).

Al comparar el tiempo de olfacion de cada grupo experimental se observaron
diferencias significativas en el grupo control (F 7, se) = 11.37, p < 0.0001),
especificamente entre la primera presentacion del olor a macho con respecto a la
Gltima presentacion de olor a platano (p = 0.0017) y entre la primera presentacion
del olor a hembra con respecto a la ultima presentacion del olor a macho (p =
0.0073) (Figura 30).

En cuanto al grupo expuesto a 1 mg de ATR también se encontraron diferencias
significativas (F (7,63) = 6.019, p < 0.0001) pero solo se observd deshabituacion para
el primer ensayo del olor a macho con respecto al ultimo ensayo del olor a platano
(p = 0.0004) (Figura 30).

Y en el grupo expuesto a 10 mg de ATR también se encontraron diferencias
significativas (F (7, 70) = 8.826, p < 0.0023), en este caso para la primera presentacion
del olor a platano con respecto a la dltima presentacion del olor a vainilla (p =
0.0210) y para la primera presentacién del olor a macho con respecto a la ultima

presentacion de olor a platano (p = 0.0015) (Figura 30).
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Figura 30. Efecto de la ATR en la discriminacion olfativa. La grafica muestra el promedio y el
error estandar del tiempo de exploracion de la primera y la dltima presentacion del olor a aceite
mineral (gris), a vainilla (verde), a platano (amarillo), a macho (azul) y a hembra (rosa) de los sujetos
control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg

de peso (ATR 10 mg). El tiempo de exploracion del estimulo es estadisticamente significativo (p <

0.05) con respecto al tiempo de exploracion del estimulo anterior en el grupo * Control, # 1 mgy +

10 mg.

Se promedi6 el tiempo de exploracion de los tres ensayos por cada estimulo olfativo
y se compardé entre los diferentes grupos experimentales. De manera general, no
se encontraron diferencias en el tiempo que los sujetos de los diferentes grupos
exploraron los olores no sociales (vainilla, F 2, 27) = 2.377, p = 0.1119; platano, F ¢,
27) = 0.6026, p = 0.5546) (Figura 20A) y sociales (macho, F (2, 27) = 0.6998, p =
0.5055; hembra, F 2,27y = 3.223, p = 0.0555) (Figura 20B). Sin embargo, al comparar
el tiempo que los sujetos de cada grupo experimental olfatearon cada uno de los
olores no sociales y sociales encontramos que en los olores no sociales solo el
grupo control olfateo significativamente menos tiempo el olor a platano comparado
con el olor a vainilla (p = 0.0324) (Figura 31A).
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Figura 31. Efecto de la ATR en el tiempo de olfaccidn total. Las graficas muestran el promedio

y el error estandar del tiempo total de olfacion de los olores A) no sociales y B) sociales por parte de

los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg

de ATR/kg de peso (ATR 10 mg). * diferencias estadisticamente significativas

Por ultimo y de manera similar, al promediar el tiempo de olfacion de los olores no

sociales y sociales no encontramos diferencias entre grupos experimentales (No
sociales, F (2, 27) = 2.326, p = 0.1169; Sociales, F ¢, 27y = 1.774, p = 0.1889). Sin

embargo, al comparar el tiempo que cada grupo exploré los olores no sociales y

sociales encontramos que en todos ellos los sujetos exploraron significativamente
mas tiempo los olores sociales (Control, p = 0.0044; ATR 1 mg, p = 0.0069; ATR 10

mg, p = 0.0278) (Figura 32).
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Figura 32. Efecto de la ATR en el tiempo de olfaccién de los olores no sociales y sociales.

Las graficas muestran el promedio y el error estandar del tiempo total de olfacion de los olores no

sociales y sociales por parte de los sujetos control, los expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR

54



1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg). * diferencias estadisticamente

significativas

7.7 Efecto de la ATR en los niveles de monoaminas

Inmediatamente después de la eutanasia se evalud el ciclo estral de las ratas

hembra encontrando que la gran mayoria de ellas se encontraba en la etapa de

diestro (Tabla 3). Ademas, no se encontraron diferencias significativas en los niveles

de estradiol en sangre (F (2, 18y = 0.06435, p = 0.9379) (Figura 33) con lo cual

podemos descartar posibles influencias de las hormonas sexuales femeninas

producto de cada fase estral en los niveles de monoaminas en las diferentes

regiones cerebrales analizadas.

CONTROL ATR 1 MG ATR 10 MG

1 Metaestro Diestro Metaestro
2 Diestro Diestro Diestro
3 Diestro Metaestro Diestro
4 Diestro Diestro Diestro
5 Diestro Metaestro Diestro
6 Diestro Diestro Metaestro
7 Diestro Metaestro/diestro Diestro
8 Diestro Diestro Diestro
9 Diestro Metaestro/diestro Diestro
10 Diestro Diestro Diestro
11 Diestro Diestro Diestro
12 Diestro Diestro

Tabla 3. Ciclo estral. Tabla que muestra la fase del ciclo estral en la cual se encontraban las ratas

de los diferentes grupos experimentales en el momento de la eutanasia.
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Figura 33. Niveles de estradiol en sangre. La grafica muestra el promedio y el error estandar de
los niveles de estradiol en sangre en el momento de la eutanasia de los sujetos control, los expuestos
a 1 mg de ATR/kg de peso (ATR 1 mg) y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de peso (ATR 10 mg).

Al evaluar la concentracion de DAy DOPAC en las diferentes estructuras cerebrales
que integran al sistema dopaminérgico no encontramos diferencias significativas en
el estriado (DA, F (2,290 = 1.478, p = 0.2448; DOPAC, F (2,290 = 0.2312, p = 0.7951;
HVA, F (2,200 = 1.489, p = 0.2424; DOPAC/DA, F (2,29)= 0.5233, p = 0.5980), el NAc
(DA, F (2,28 = 0.5854, p = 0.5636; DOPAC, F (2,28)= 0.04109, p = 0.9598; HVA, F (2,
28)=0.04221, p = 0.9587; DOPAC/DA, F (2,28)= 0.1924, p = 0.8260), el mesencéfalo
ventral (DA, F (2, 32) = 1.872, p = 0.1703; DOPAC, F (2,32 = 0.2483, p = 0.7816;
DOPAC/DA, F (2,32)= 2.481, p = 0.0996), la corteza prefrontal (DA, F (, 28)= 1.629,
p =0.2141; HVA, F 2,28=2.751, p = 0.0811) y el bulbo olfatorio (DA, F (2, 30)= 0.249,
p = 0.7805; HVA, F (2, 28 = 0.1134, p = 0.8932) entre los diferentes grupos

experimentales (Tabla 4).

Estriado DA DOPAC HVA DA/DOPAC
Control 220.9+23.9 104+1.4 125+1.7 0.04 + 0.005
ATR 1 mg/kg de peso 285.5+29.1 12.8+3.9 15.9+3.5 0.04 +0.007
ATR 10 mg/kg de peso 267.4 +28.9 11.5+1.5 18.9+2.5 0.04 + 0.009

Nucleo accumbens

Control 182.1+17.5 11.5+1.4 16.9+2.2 0.06 £ 0.009
ATR 1 mg/kg de peso 167.7 £ 18.7 11.7+1.2 16+3 0.07 £ 0.006
ATR 10 mg/kg de peso 196.6 £ 20.7 12+0.8 16.1+2 0.06 £0.01

Mesencéfalo ventral

Control 27+04 3.6+£0.5 N.D. 1.6+0.2
ATR 1 mg/kg de peso 35104 3.8%0.3 N.D. 1.1+0.1
ATR 10 mg/kg de peso 3.8%0.3 34+03 N.D. 09+0.1
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Corteza prefrontal

Control 0.5+0.1 N.D. 0.7+0.1 N.D.
ATR 1 mg/kg de peso 0.3+0.04 N.D. 0.4 +0.07 N.D.
ATR 10 mg/kg de peso 0.4 +£0.06 N.D. 0.4 +0.04 N.D.

Bulbo olfatorio

Control 0.4+0.03 N.D. 0.6+0.1 N.D.
ATR 1 mg/kg de peso 0.4 +£0.04 N.D. 0.7+0.1 N.D.
ATR 10 mg/kg de peso 0.5+0.06 N.D. 0.6 +0.07 N.D.

Tabla 4. Concentraciones de dopaminay sus metabolitos. La tabla muestra el promedio y el error
estandar (n = 10-12) de las concentraciones de dopamina (DA), DOPAC y HVA en el estriado, el

ndcleo accumbens, mesencéfalo ventral y corteza prefrontal. N.D., no detectado.

VIIl. Discusioén

8.1 Actividad locomotora espontanea

Estudios previos han reportado que al exponer a ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley a la dosis de 10 mg de ATR/kg de peso se observé que solo después de 12
meses de exposicion los sujetos presentaron hiperactividad a lo largo de 24 horas
de registro de actividad locomotora (Bardullas et al., 2011; Chavez-Pichardo et al.,
2020). Sin embargo, a diferencia de estos antecedentes, en nuestro estudio
encontramos que al exponer a ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley a 1 o 10
mg de ATR/kg de peso ambos grupos presentaron menor actividad vertical,
Unicamente después del primer mes de exposicién. La actividad vertical forma parte
de una serie de patrones conductuales de actividad locomotora ante la exploracion
de ambientes novedosos junto con la actividad horizontal y la distancia total que
recorren los sujetos en un lapso determinado. Se ha reportado que la exposicién a
ATR provoca una disminucién de la actividad locomotora en diferentes modelos
animales como cucarachas (Adedara et al., 2021), pez cebra (Liu et al., 2016) y
hormigas (Ejomah et al., 2020); sin embargo, en ninguno de estos estudios se
evalu6é un posible efecto dependiente del sexo en la actividad locomotora y se

utilizaron machos y hembras indistintamente.
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En roedores se ha reportado que la administracion aguda de 100 mg de ATR/kg de
peso por via intraperitoneal en ratas macho Sprague-Dawley induce un estado
profundo de hipoactividad y que este efecto se observa incluso dos meses después
del tratamiento cuando se administra un reto farmacolégico con anfetamina
(Rodriguez et al., 2013).

En este sentido, el presente trabajo es el primero en reportar hipoactividad producto
de la exposicion crénica a ATR en la actividad locomotora de ratas hembra y es
importante resaltar que el tiempo en el cual se observo dicha alteracion (DPN 52 +
4) coincide con el momento en el cual se comienza a establecer el ciclo estral (50 +
10) (Sharp y La Regina, 1998). Cabe mencionar que una vez que el ciclo estral se
establece, las hembras adultas muestran una liberacion ciclica de estradiol y
progesterona a lo largo de 4 a 5 dias. Durante el diestro y el metaestro los niveles
de estradiol y progesterona son bajos. A medida que aumentan los niveles de
estradiol y progesterona, las hembras entran en proestro, hasta que finalmente los
niveles de hormonas ovaricas alcanzan su punto maximo y luego comienzan a

disminuir durante el estro (Simpson y Kelly, 2012).

Diversos estudios han mostrado que en ratas hembra la exposicion a la ATR en
etapas tempranas del desarrollo tiene efectos adversos asociados con el retraso de
la pubertad que incluyen cambios en la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), asi como el retraso en la apertura
vaginal (Ashby et al., 2002; Laws et al., 2000; Wirbisky y Freeman, 2015). Por
ejemplo, se ha reportado que al exponer a ratas hembra Sprague-Dawley puberales
a 100 mg ATR/kg de peso diariamente desde el DPN 21 al 45 se observé una
disminucién en el peso uterino a los 30 y 33 DPN junto con un retraso en el tiempo
de la apertura vaginal (AV) (Ashby et al., 2002). De manera similar al exponer a
ratas hembra Wistar a 50, 100 o 200 kg de ATR/kg de peso diariamente desde el
DPN 22 al 41 se observé un retraso de la AV ademas de una alteracion en la
ciclicidad estral durante los 15 dias posteriores a la AV (del DPN 57-71) (Laws et
al., 2000). Con lo cual, ambos estudios demuestran que la ATR puede retrasar el
inicio de la pubertad y alterar la ciclicidad estral en ratas hembra en etapas
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tempranas. Lo anterior es importante mencionar ya que se ha reportado
ampliamente que los sistemas dopaminérgicos y estrogénicos interactian para
influir en la funcion estriatal que incluyen funciones como la coordinacion motora y

locomocion (Yoest et al., 2018).

Puntualizando esta interaccion de los sistemas dopaminérgicos y estrogénicos, en
estudios con hembras se han observado cambios dependientes del ciclo estral en
la sefalizacién de DA en ratones (Calipari et al., 2017) y ratas (Xiao y Becker, 1994),
pero no en machos intactos o castrados (Xiao y Becker, 1994), lo cual sugiere que
este puede ser un mecanismo que contribuye a los cambios en la locomocién y la
ansiedad a lo largo del ciclo estral en roedores y que las influencias de las hormonas
gonadales sobre la liberacion de DA en el cuerpo STR son especificas del sexo
(Becker et al., 1987; Marcondes et al., 2001; Sayin et al., 2014). Con base en lo
anterior y considerando que en nuestro experimento la exposicion a ATR se realiz6
desde el DPN 21, es probable que la hipoactividad observada en las ratas hembra
se deba a un retraso en el establecimiento del ciclo estral producto de la exposicion
ala ATR durante el primer mes y que los estrégenos prevengan o mitiguen el efecto
neurotéxico de la ATR en meses posteriores una vez que el ciclo estral se establece,
ya que como es bien sabido, los estrégenos tiene un efecto protector contra agentes
neurotdxicos (Astiz et al., 2013; Torres-Rojas y Jones, 2018).

Cabe mencionar también que a diferencia de los estudios antes mencionados en
donde las ratas macho presentaron hiperactividad a lo largo de las 24 horas de
registro (Bardullas et al., 2011; Chavez-Pichardo et al., 2020), la exposicion cronica
a 1l o 10 mg ATR no provocé alteraciones en el ciclo suefio-vigilia de las ratas
hembra ya que estas alteraciones locomotoras solo se observaron durante la fase
de oscuridad del registro y los roedores al ser animales nocturnos presentan una
mayor actividad promedio durante esta fase, mientras que en la fase de luz los

animales se mantienen descansando y se mueven poco.

8.2 Laberinto elevado en cruz
Utilizando la prueba de laberinto elevado en cruz, Chavez-Pichardo et al. (2020)

observaron un efecto dosis dependiente en la ansiedad de ratas macho después de
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haber sido expuestas a 1 0 10 mg de ATR/kg de peso durante 12 meses. Sin
embargo, nosotros encontramos que al exponer a ratas hembra a las mismas dosis
y durante el mismo tiempo, no observamos diferencias en el tiempo que las hembras
pasan en los brazos abiertos y los brazos cerrados del laberinto, con lo cual
podemos inferir que, a diferencia de lo reportado en machos, la exposicion cronica
a ATR no provoca ansiedad en ratas hembra. Cabe resaltar que se ha reportado
ampliamente que, en roedores, las hembras presentan un perfil menos ansioso que
los machos en muchas pruebas conductuales de ansiedad, como la prueba de
campo abierto (Brand y Slob, 1988) o el laberinto elevado en cruz (Johnston y File,
1991) y estas diferencias se han observado tanto en sujetos jévenes como a los 12
meses de edad (Domonkos et al., 2017; Simpson y Kelly, 2012). Ademas, se ha
propuesto una asociacién entre las conductas relacionadas con la ansiedad y la
variabilidad de la producciéon enddégena de hormonas sexuales dependientes de

cada sexo (Frye et al., 2000; Mercondes et al., 2001).

Apoyando la idea presentada anteriormente, se ha reportado que machos castrados
desde la adolescencia y evaluados 11 meses después en la prueba del laberinto
elevado en cruz muestran indices de ansiedad significativamente menores que
machos intactos (Domonkos et al., 2017). Y en hembras, se ha reportado que
cuando se encuentran en la fase de proestro y estro pasan significativamente mas
tiempo en los brazos abiertos en comparacion con las ratas en diestro (Mora,
Dussaubat y Diaz-Veliz, 1996; Marcondes et al., 2001). Ademas, el tratamiento de
hembras en diestro con estradiol eliminé la diferencia en el porcentaje de tiempo
que las ratas en diestro y en proestro pasaban en los brazos abiertos (Marcondes
et al., 2001).

Con base en estos antecedentes y a las caracteristicas hormonales intrinsecas de
cada sexo es probable que, por un lado, la ATR potencie las conductas relacionadas
con la ansiedad en machos que en condiciones basales presentan un perfil mas
ansioso que las hembras, mientras que en estas Ultimas las hormonas sexuales
mitiguen los efectos neurotoxicos de la ATR y dichos efectos no se vean reflejados

a nivel conductual. Sin embargo, valdria la pena evaluar el ciclo estral durante la
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prueba de laberinto elevado en cruz para discernir si el hecho de no encontrar
efectos significativos en los diferentes grupos expuestos a la ATR se deba a un

posible enmascaramiento del ciclo estral en la ansiedad de las ratas hembra.

8.3 Laberinto en T (alternancia espontanea)

En el presente trabajo, encontramos que al evaluar la tendencia natural de las ratas
hembra por alternar entre dos opciones después de haber sido expuestas a 1 o 10
mg de ATR/kg de peso durante 13 meses no se observaron diferencias entre grupos

en el porcentaje de alternancia.

El paradigma de alternancia espontdnea se ha utilizado ampliamente para evaluar
la conducta obsesiva compulsiva que se caracteriza por la ejecucion de acciones

repetitivas e indecisiones (Yadin et al., 1991; Moustgaard et al., 2008).

Se ha reportado que la exposicion a diferentes pesticidas altera la alternancia
espontanea de roedores, por ejemplo, en ratas macho Wistar se observo que al
administrar 0.5 ug o 5 pug de deltametrina de forma intracerebroventricular se
produjo una deficiencia en la capacidad de alternar por parte de los sujetos y estas
alteraciones se correlacionaron con una reduccién de células inmunorreactivas para
TH en la SNpc, el AVT y el STR (Souza et al., 2020). En ratones, la administracion
cronica de 250 o 500 mg/kg de glifosato durante 12 semanas provocéd una
disminucién del porcentaje de alternancia que en este caso se relacioné con una
significativa inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE) y la induccion de estrés
oxidante en el cerebro (Bali et al., 2019). En este sentido, solo se sabe que en ratas
macho Wistar, la administracion por via oral de 120 mg de ATR/kg de peso por 16
dias provoca un aumento significativo de diferentes especies reactivas de oxigeno
(Abarikwu, 2014), sin embargo, hasta la fecha no se ha evaluado el estrés oxidante
en el cerebro después de la administracion cronica de ATR en ratas hembra.

En cuanto a nuestros resultados y como se mencionara en detalle mas adelante, no
encontramos diferencias significativas en las concentraciones de DA y sus
metabolitos DOPAC y HVA en el STR de las ratas hembra expuestas de forma

cronica a 1 o 10 mg de ATR/kg de peso, por lo cual, es probable que las dosis
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utilizadas no provocaron alteraciones en el sistema dopaminérgico o indujeron
estrés oxidante que se vea reflejado a nivel conductual en la alternancia de los
sujetos, o bien, que para el tiempo en el cual se hizo la evaluacion hayan ocurrido
mecanismos compensatorios de dichas afecciones producto de la exposicion a
ATR. Sin embargo, valdria la pena evaluar tanto las concentraciones de DA y sus
metabolitos como la generacion de especies reactivas de oxigeno en etapas

tempranas de exposicion.

Cabe mencionar, que esta evaluacion se realizé durante 5 dias consecutivos en 10
ensayos por dia y se observé que conforme aument6 el nimero de dias, aumento
el numero de errores. Es probable que esto se deba al estado motivado por la
privacion de alimento al momento de la prueba y a un proceso de aprendizaje por
parte de los sujetos, ya que, conforme aument6 el nimero de ensayos las ratas
optaron por no alternar, tal vez aprendiendo que en ambos brazos obtendrian el
mismo resultado, lo cual indica una conducta perseverante en la respuesta por parte
de los sujetos y se relaciona con la disminucion significativa en el tiempo de llegada

al reforzador a lo largo de los 5 dias de prueba.

8.4 Laberinto en T (alternancia forzada)

Al forzar la eleccion y evaluar el porcentaje de alternancia a lo largo de 5 dias de
entrenamiento encontramos que la exposicion cronica a 1 o 10 mg de ATR/kg de
peso no afectd al desempefio de las ratas hembra durante el entrenamiento y que
con base al criterio de aprendizaje propuesto del 80 al 90% de indice de alternancia
(Lalonde, 2002), podemos decir que los animales de los diferentes grupos

experimentales aprendieron la tarea para el tercer dia de entrenamiento.

Se ha propuesto que, en la tarea de alternancia forzada, el buen desempeiio del
sujeto exige el uso de la memoria de trabajo, dependiente del hipocampo (McHugh
y Bannerman, 2010) y de la memoria egocéntrica, dependiente del STR (Burgess,
2006). Se ha reportado que al exponer a ratas Sprague-Dawley de ambos sexos del
DPN 3 al 20 a 0.5 0 1 mg de deltametrina/kg de peso se afectd la memoria
egocéntrica solo de los machos en etapa adulta (Pitzer et al., 2019), sin embargo,
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no existen trabajos donde se haya evaluado el efecto de diversos pesticidas en la

adquisicion y desemperio de la tarea de alternancia forzada, especificamente.

Por otro lado, si se ha reportado que en ratas las lesiones citotoxicas en estructuras
cerebrales como el nucleo talamico anterior (Aggleton et al., 1995; 1996) y el fornix
causan deficiencias en la alternancia espontanea de los sujetos (Shaw y Aggleton,
1993). Resultados similares se observaron al lesionar unilateralmente el nicleo
anterior taldmico y el hipocampo en ambos hemisferios, sugiriendo que ambas
estructuras son componentes criticos para la generacion de este tipo de memoria
(Henry et al., 2004).

Cabe mencionar que Bardullas et al. (2011) también realizaron esta tarea, pero en
ratas macho Sprague-Dawley después de 12 meses de exposicion a 10 mg de ATR
y tampoco encontraron diferencias en el nUmero de errores cometidos por los
sujetos a lo largo de 5 dias de entrenamiento con respecto a su grupo control. Con
base en lo anterior, podemos suponer que, al igual que como se reportd
previamente en ratas macho, en ratas hembra la exposicion crénica a 1 0 10 mg de
ATR/kg de peso no compromete la integridad y participacion de las estructuras
cerebrales que se sabe son necesarias para el desempefio y adquisicion de la tarea
de alternancia forzada.

8.5 Laberinto radial (ganay cambia)

Previamente, al evaluar el aprendizaje espacial de ratas macho mediante la tarea
de laberinto radial Bardullas et al. (2011) no reportaron diferencias en el nUmero de
errores cometidos por los sujetos control y los expuestos a 10 mg de ATR/kg de
peso a lo largo de 5 dias de evaluacion. En nuestro caso observamos que, de
manera similar, a lo largo de 5 dias consecutivos de prueba ni el grupo expuesto a
1 mg ni el expuesto a 10 mg de ATR/kg de peso mostraron diferencias significativas
en el numero de errores cometidos con respecto al grupo control, sugiriendo que, al
igual que en ratas macho, la exposicion crénica a 1 o 10 mg de ATR/kg no afecta la

memoria espacial de las ratas hembra.
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Diversos trabajos han reportado deficiencias producto de la exposicidon a pesticidas
en diferentes paradigmas de aprendizaje espacial en roedores (Chen et al., 2012;
Shamsi et al., 2021; Lépez-Granero et al., 2016; Terry et al., 2012). En cuanto a la
ATR, se ha reportado que en ratas macho Sprague-Dawley la exposicion a 10 o 100
mg de ATR/kg de peso durante 30 dias resulté en afecciones en el aprendizaje y
memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris y un decremento en los
receptores a DA D1, alteraciones en la estructura del citoplasma, el aparato de golgi

y las mitocondrias de las células del hipocampo (Li et al., 2018; 2019).

En este sentido, se ha observado que en condiciones basales los machos se
desempeiian mejor que las hembras en las pruebas espaciales como el laberinto
radial, y este mejor desempefio se asocia con una mayor potenciacion a largo plazo
(LTP) en el hipocampo (Monfort et al., 2015). Sin embargo, se ha demostrado que
la neuroinflamacién en el hipocampo afecta la LTP y el aprendizaje espacial
(Monfort et al.,, 2007) y bastantes estudios in vitro y conductuales muestran
astrogliosis, activaciéon de microglia y aumento de citocinas proinflamatorias
inducidas por pesticidas en esta region (Gémez-Giménez et al., 2017; Sandstrém et
al., 2014; Wilks y Tsatsakis, 2014).

Ademas, se ha observado que en condiciones normales las hembras presentan
mayores niveles de factores proinflamatorios como la interleucina 1-b (IL-1b) en el
hipocampo a diferencia de los machos y se ha propuesto que los pesticidas que
tienen efectos neurotéxicos y proinflamatorios en el hipocampo de los sujetos no
afectan el aprendizaje espacial en las hembras porque las ratas hembra normales
ya muestran cierto grado de neuroinflamacion en el hipocampo que afecta el
aprendizaje espacial en condiciones basales y que el aumento adicional de
interleucinas proinflamatorias como la IL-1b inducido por los plaguicidas no
empeora mas el rendimiento en las pruebas espaciales (GoOmez-Giménez et al.,
2017).

Recientemente se descubrié que la ATR induce dafios proinflamatorios, apoptosis
y envejecimiento celular en el hipocampo (Genovese et al., 2021), y nuestros datos

parecen apoyar la propuesta de que las hembras son menos susceptibles a los
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efectos proinflamatorios producto de la exposicidén a diversos pesticidas que se ven
reflejados a nivel conductual como un bajo desempefio de tareas espaciales. Sin
embargo, valdria la pena evaluar tanto la expresion de citocinas proinflamatorias,
asi como posibles dafios o alteraciones en la estructura celular de esta region para

corroborar dicha hipotesis.

Cabe mencionar también, que Bardullas et al. (2011) si encontraron un decremento
en el nimero de errores cometidos tanto por los machos del grupo control como los
expuestos a 10 mg de ATR a lo largo de los 5 dias de prueba, sin embargo, el déficit
basal en el desempefio de tareas espaciales podria explicar por qué en nuestro
trabajo no encontramos una disminucion significativa en el niumero de errores
cometidos por las ratas hembra de los diferentes grupos experimentales a lo largo
de los 5 dias de evaluacion, y sugiere que, para evaluar la memoria espacial en

ratas hembra, es necesario un protocolo con un entrenamiento mas prolongado.

8.6 Laberinto radial (ganay cambia con retardo)

Al evaluar los efectos de la exposicion crénica a 1 o 10 mg de ATR/kg en el
desempeiio de la versibn gana y cambia con retardo del laberinto radial no
encontramos diferencias significativas con respecto al grupo control en el nimero
de errores cometidos por los sujetos a lo largo de 5 dias de entrenamiento lo que
sugiere que la ATR crénica no provoca deficiencias en el desempefio de esta tarea

en ratas hembra.

La tarea de laberinto radial con retardo se ha recomendado para evaluar los
procesos de codificacion, retencion y recuperacion de la memoria de trabajo y se ha
reportado que la corteza prelimbica (Taylor et al., 2003) y el hipocampo ventral
(Floresco, Seamans y Phillips, 1997), pero no el dorsal (Layfield et al., 2020) son

estructuras cerebrales necesarias para la adquisicion de esta tarea.

Por otro lado, también se ha reportado que la neurotransmision dopaminérgica en
el NAc es crucial para el comportamiento de busqueda de alimento cuando hay
ambigiedad sobre la ubicacion de la recompensa en un entorno espacial, pero no

es necesaria para un comportamiento de basqueda de alimento eficiente cuando el
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animal tiene informacion previa sobre la ubicacidn de los estimulos de recompensa
(Floresco et al., 1997).

En cuanto a los efectos de diversos pesticidas en el desempefio de la tarea de gana
y cambia con retardo, solo Terry et al. (2012) reportaron que al administrar a ratas
macho Wistar de forma subcutanea 10 o 18 mg de clorpirifos/kg de peso durante 30

dias los sujetos presentaron deficiencias en el desempefio de dicha tarea.

Nuestros resultados sugieren que la ATR no provoca alteraciones en estructuras
cerebrales que se sabe participan en el desempefio de esta tarea, sin embargo, al
igual que la version de laberinto radial gana y cambia, el déficit basal en el
desemperio de esta tarea podria explicar porque no encontramos una disminucién
significativa en el niumero de errores cometidos por las ratas de los diferentes grupos

experimentales a lo largo de los 5 dias de entrenamiento.

8.7 Coordinacion motora fina

Al evaluar la coordinacién motora fina mediante la prueba de la barra de equilibrio
Chéavez-Pichardo et al. (2020) no observaron diferencias significativas en el nUumero
de errores o el tiempo que le tomé a las ratas macho recorrer la barra después de
haber sido expuestas a 1 o0 10 mg de ATR por 14 meses. De manera similar,
encontramos que en ratas hembra la exposicion a 1 0 10 mg de ATR/kg de peso
durante 14 meses no provoco diferencias en el nUmero de errores o el tiempo que

le toma a los sujetos de los diferentes grupos experimentales recorrer la barra.

Se ha reportado que la administraciéon de 100 mg ATR/kg de peso desde la etapa
gestacional hasta los 6 meses de edad provocé un aumento en el nUmero de errores
cometidos por los sujetos en la barra de equilibrio (Walters et al., 2015). Con base
a este antecedente, es probable que la ausencia de alteraciones en la coordinaciéon
motora fina reportada en ratas macho por Chavez-Pichardo et al. (2020) y en
hembras en el presente trabajo se deba a que para el tiempo en el cual llevamos a
cabo la evaluacion (14 meses de edad) ocurrieron eventos compensatorios de los
efectos neurodegenerativos causados por la ATR en las vias dopaminérgicas (Kuter

et al., 2020) o bien, que una dosis de 10 mg/kg de peso no sea suficiente para
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generar dichas afecciones. Sin embargo, no podemos descartar que en hembras la
ATR cause las mismas alteraciones reportadas en ratas macho por Walters et al.
(2015) y que dichas alteraciones pudieran ser evidentes si se evalla la coordinacion

motora fina en etapas mas tempranas de exposicion.

8.8 Coordinacion motora gruesa

En cuanto a la coordinacion motora gruesa evaluada mediante la prueba de cilindro
giratorio Bardullas et al. (2011; 2013), reportaron que ratas macho Sprague-Dawley
expuestas a 10 mg de ATR/kg de peso durante 10 meses presentaron menores
latencias de caida con respecto al grupo control, sin embargo, en ratas hembra
expuestas a 1 6 10 mg de ATR/kg de peso durante 14 meses no encontramos
diferencias significativas en el tiempo que tardaron en caer del cilindro giratorio con
respecto al grupo control. Al evaluar el efecto de otros pesticidas en la coordinacién
motora gruesa de roedores se reporté que en ratas macho la administracion de 12.5
0 25 mg/kg de peso del insecticida Beta-ciflutrina diariamente por 30 dias provocé
una disminucion en la latencia de caida del cilindro giratorio y dichas alteraciones
se correlacionaron con un decremento en las concentraciones de DA y DOPAC en
regiones cerebrales como la CPF, el STR y el hipocampo (Syed et al., 2015) y
resultados similares se observaron después de la administraciéon de 4 mg/kg de
peso de paraquat por una semana en ratas Wistar (Ali Mirshekar et al., 2020). Por
otro lado, estudios en ratones han reportado que la administracién de 250 o 500
mg/kg de glifosato desde la etapa gestacional hasta el dia postnatal 21 provocé un
decremento en la latencia de caida del rodillo giratorio en ambos sexos (Ait-Bali et
al., 2020). Mientras que ratas Wistar expuestas a los insecticidas endosulfan,
cipermetrina y clorpirifos desde el dia gestacional 7 al dia postnatal 21 se observé
una disminucion en las latencias de caida en ratas hembra, pero no en machos
(Gomez-Giménez et al., 2018). Es probable que estas discrepancias en los
resultados se deban a diversos factores experimentales como el tiempo en el cual
se realiz6 la evaluacion, el modelo experimental, la cepa, el sexo de los sujetos o el
tiempo de tratamiento. Sin embargo, cabe mencionar que se ha reportado que las
ratas hembra tienden a mostrar un mejor control en la coordinacion y mejor

desempeiio que los machos en la prueba del cilindro giratorio (Gomez-Giménez et
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al., 2017) ya que en condiciones basales tienden a durar mas tiempo sobre el rodillo

en movimiento.

Probablemente, las caracteristicas neurofisiolégicas y neuroanatomicas producto
de la influencia de las hormonas sexuales femeninas hagan a las hembras tener un
mejor desempefio en esta tarea y ser menos susceptibles a agentes neurotoxicos
como la ATR que, como reportd Bardullas et al., (2011, 2013), si afecta la
coordinacion motora gruesa de machos después de 10 meses de exposicion.

8.9 Habituacion/discriminacion olfativa

Si bien no se observaron diferencias significativas en el tiempo que los animales
olfatearon los distintos olores, si se observaron diferencias en los procesos de
habituacién y discriminacién olfativa de los sujetos a lo largo de la prueba, lo que

sugiere alteraciones en la capacidad olfatoria.

En la prueba de habituacion olfativa se observé que tanto las ratas control como las
expuestas a 10 mg de ATR/de peso mostraron una habituacion normal tanto a los
olores sociales como a los no sociales, sin embargo, las expuestas a 1 mg de
ATR/kg de peso mostraron deficiencias en la habituacion al olor a vainilla y al olor
de otras hembras sugiriendo que la exposicion cronica a 1 mg de ATR por 14 meses
provoca un déficit en la identificacién y familiarizacion con olores no sociales y

sociales.

Por otro lado, al evaluar al proceso de discriminacion se observé que el grupo
control solo logré discernir entre los olores de macho y hembra, pero no entre el olor
de vainilla y platano; los sujetos expuestos a 1 mg de ATR/kg de peso solo lograron
diferenciar el olor a macho con respecto a los olores no sociales y los expuestos a
10 mg de ATR/kg de peso solo pudieron identificar como un olor nuevo el olor a

platano y a macho.

Es probable que el hecho de que los sujetos control no hayan identificado el olor de
vainilla y platano como dos olores distintos se deba a que, al momento de
estandarizar la tarea presentando 4 olores distintos, los sujetos que se utilizaron se

mantuvieron en condiciones de alimentacion ad libitum, mientras que nuestras ratas
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experimentales estaban bajo restriccion de alimento. Sin embargo, en cuanto a los
grupos expuestos a 1 mg o 10 mg de ATR/kg de peso, nuevamente los resultados
sugieren que la exposicion a ambas dosis de ATR provocan una deficiencia en la
percepcion de olores novedosos.

Los déficits en la deteccion de olores (el umbral o la percepcion de olores en bajas
concentraciones), la identificacion (la capacidad de reconocer y nombrar un olor) y
la discriminacién (la distincion no verbal de diferentes olores) se encuentran

comunmente en sujetos diagnosticados con EP (Tissingh et al., 2001).

Se ha reportado que, en ratones, al inducir un modelo de Parkinson mediante la
administracion de MPTP se observo un decremento en las concentraciones de DA,
en los niveles del transportador a DA y un decremento en la intensidad de
inmunorreactividad a TH en el STR, ademas de que los sujetos mostraron
dificultades en discernir entre olores de dos machos distintos (Monaghan et al.,
2010).

También se ha reportado que 7 dias después de la administracion de 1-metil-4-
fenilpiridinio y de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en la SN (que provoca la muerte de
las neuronas DA) se observo que los sujetos mostraron deficiencias en diferentes
tareas con componentes olfativos y dichos déficits se relacionaron con una
hiperactividad anormal de las células mitrales en el BO y una disminucién de las
respuestas beta excitatorias evocadas por el olor y las respuestas gamma altas
inhibidoras en la misma region (Zhang et al., 2018) lo cual sugiere un papel
fundamental de la DA en el BO para la regulacion y el correcto procesamiento de la

sefal olfativa hacia regiones superiores.

Ademas, recientemente, se describié que al inyectar 6-OHDA en el BO, se observo
un decremento en el numero de neuronas dopaminérgicas en la SN y que la
ablacion de las proyecciones nigrales condujo a una alteracion de la percepcion
olfativa, con lo cual se demostr0 la existencia directa de proyecciones
dopaminérgicas de la SN al bulbo olfatorio (Hoglinger et al., 2015). En este sentido,

las neuronas inmunorreactivas a la TH, dentro de la capa glomerular del BO,
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parecen ser los actores clave en la discriminacion del olor, contribuyendo

potencialmente a la hiposmia/anosmia descrita en la EP (Rodrigues et al., 2018).

Existen pocos trabajos donde se haya evaluado el efecto de la exposicion a
pesticidas en el sistema olfatorio de roedores. Por ejemplo, Voronkov et al. (2017)
describieron que al administrar de forma intranasal 2.5 mg de rotenona/kg de peso
durante 2 semanas se observo un decremento en las neuronas dopaminérgicas TH-
iren el BO y Genovese et al. (2021), evaluaron en ratones los efectos conductuales
de 25 mg de ATR administrada de manera intranasal durante 28 dias, sin embargo,
no evaluaron los posibles efectos de este tratamiento en la anatomia del BO o en

estructuras que integran las vias dopaminérgicas como el AVT o la SN.

En el BO, las CSAC co-expresan DA y GABA vy la liberacion sinaptica de ambos
neurotransmisores en las CEE que transmiten sefiales sensoriales a las neuronas
de salida mitrales/empenachadas e impulsan la inhibicion intraglomerular regula la
codificacion de la informacién que saldra de la capa glomerular hacia las redes

olfativas posteriores (Liu et al., 2013).

Con base en nuestros resultados, es probable que la exposicion a ATR, que se sabe
ampliamente es un herbicida que afecta el sistema dopaminérgico de roedores,
tenga efectos sobre las proyecciones dopaminérgicas de la SN al BO, alterando la
poblacion y dinamica de las CSAC, afectando el procesamiento de la informacion y
provocando las deficiencias observadas en la discriminacién olfativa de los grupos

expuestos a 1 0 10 mg de ATR a lo largo de la tarea.

Ademas, recientemente se reporté que la ATR inhibe la proliferacion de células
madre embrionarias humanas y de células madre neurales, a partir de lo cual es
probable que la ATR afecte la neurogénesis de las células TH+ en el BO y dicha
afeccién se ve reflejada a nivel conductual como deficiencias en la discriminacién

olfativa de los sujetos (Shan et al., 2021).

8.10 Concentraciones cerebrales de monoaminas
Bardullas et al. (2011; 2013) reportaron que la exposicion cronica a 10 mg de

ATR/kg de peso por via oral durante un afio provocOo un decremento en las
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concentraciones de DAy sus metabolitos en el STR. Sin embargo, en dicho trabajo
se utilizaron ratas macho como modelo experimental, por lo que los efectos del

mismo tratamiento en ratas hembra habian sido desconocidos hasta ahora.

En el presente trabajo encontramos que, a diferencia de lo reportado por Bardullas
et al. (2011; 2013), al exponer a ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley a 1 0 10
mg de ATR/kg de peso diariamente durante 14 meses no se observaron
alteraciones en las concentraciones de DA, DOPAC y HVA en estructuras
cerebrales que integran el sistema dopaminérgico como el STR, el NAc, el
mesencéfalo ventral y la CPF. Estos resultados son congruentes con el hecho de
no observar alteraciones conductuales en los diferentes paradigmas que llevamos
a cabo del mes 12 al 14 de exposicidén y en los cuales se sabe se necesita de la
participacion e integridad de dichas estructuras cerebrales (Floresco et al., 1997;
Souza et al., 2020; Syed et al., 2015).

Es probable que para los 14 meses de exposicidbn hayan ocurrido mecanismos
compensatorios de los efectos neurotéxicos de la ATR y que estos mecanismos
estén relacionados con el sexo de los sujetos experimentales, especificamente con
las hormonas sexuales femeninas, ya que se ha reportado que la administracion de
estradiol aumenta rapidamente las concentraciones de DA en el NAc y el STR
(Becker, 1990; Pasqualini et al., 1996) a la vez que disminuye la produccién de
GABA (Hu et al., 2006).

En este sentido, se ha propuesto que el estradiol se une a los receptores de
estrogeno en la membrana de las MSN para disminuir la excitacion neuronal, lo que
ocasiona una menor liberacion de GABA y una "desinhibicién" de la sefalizacién
dopaminérgica a través de una sinapsis colateral sobre las aferencias

dopaminérgicas de la SNpc o la AVT (Yoest et al., 2018).

Cabe mencionar que, si bien se ha reportado que las ratas hembra presentan
concentraciones extracelulares de DA mas altas durante el proestro y el estro que
durante el diestro (Xiao y Becker, 1994), para nuestro estudio al momento de la

eutanasia la gran mayoria de las hembras se encontraban en la fase de diestro, con
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lo cual podemos inferir que las concentraciones de DA medidas en las ratas no esta

influenciado por el ciclo estral.

Con base a lo anterior podemos concluir que la exposicion crénica a 1 o 10 mg de
ATR/kg de peso durante 14 meses no provoco alteraciones en las concentraciones
de DA y sus metabolitos en estructuras que integran el sistema dopaminérgico, sin
embargo, valdria la pena evaluar dichas concentraciones en etapas en las cuales si

se observaron alteraciones conductuales.

8.11 La importancia de estudiar ambos sexos

A pesar de que cada vez hay mas evidencia sobre diferencias relacionadas al sexo
en la investigacion con animales, todavia predominan los trabajos en los cuales se
utiliza a los machos como modelo experimental (Simpson y Kelly, 2012). Este sesgo
tiene su justificacion en bases practicas (los machos no presentan un ciclo estral
que pueda influir en los resultados), en conceptos erréneos (las influencias sexuales
son pequeiias y poco confiables) o en que si no existe diferencia entre machos y
hembras en un comportamiento particular se puede asumir que los sustratos
neuronales que subyacen a ese comportamiento son idénticos para ambos sexos
(Cahill, 2006).

En este sentido, si bien las hormonas sexuales son cruciales para muchas
diferencias entre machos y hembras, no debemos ignorar los efectos organizativos
de dichas hormonas en el desarrollo cerebral, asi como la creciente evidencia de
mecanismos genéticos que inducen diferencias sexuales en el cerebro

independientemente de la accion hormonal (McEwen y Milner, 2017).

Por otro lado, la propuesta de realizar investigaciones en ambos sexos tiene mas
relevancia si tomamos en cuenta los estudios farmacoldgicos en el campo de las
enfermedades neurodegenerativas donde ciertos padecimientos que son mas
frecuentes en el sexo femenino se estudian principalmente en el masculino o
viceversa (Buoncervello et al., 2017). Y cabe mencionar que en el ambito de la
neurotoxicologia, también existe una gran cantidad de evidencia de diferencias

individuales dependientes de la composicion genética, el ambiente y el sexo en
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respuesta a metales pesados, etanol, drogas, contaminantes del aire, pesticidas y
disruptores endocrinos, tanto en humanos como en roedores, por lo cual es
importante reconocer que el sexo de un individuo juega un papel clave en la
susceptibilidad y el tratamiento de la mayoria de los padecimientos y enfermedades

(Ruszkiewicz y Aschner, 2019).

Los datos aqui presentados demuestran que, a diferencia de la hiperactividad y el
decremento en los niveles de dopamina en el estriado producto de la exposicion
cronica a ATR reportados previamente en machos (Bardullas et al., 2011, Chavez-
Pichardo et al., 2020), en hembras, las mismas dosis y el mismo tiempo de
exposicion provoco hipoactividad solo en etapas tempranas de exposicion sin verse
afectados los niveles de dopamina en ninguna de las estructuras que integran al
sistema dopaminérgico, lo cual reafirma la idea de que las diferencias sexuales en
la neurotoxicidad de pesticidas, pero probablemente también de varias clases de
productos quimicos y contaminantes ambientales, es un tema que debe
considerarse para dilucidar las influencias genéticas derivadas de cada sexo y los

posibles mecanismos de accidén de cada agente neurotoxico.

IX. Conclusiones

La administracion crénica de 1 6 10 mg de ATR provoco alteraciones en la actividad
locomotora espontanea de ratas hembra solo después del primer mes de exposicion
y en el proceso de habituacién y discriminacion olfativa de olores no sociales y
sociales a los 14 meses, pero no provoco alteraciones en la ansiedad, la memoria
egocéntrica y espacial y la coordinacion motora ni en las concentraciones de DA 'y
sus metabolitos DOPAC y HVA en las regiones cerebrales que integran a los

sistemas dopaminérgicos nigroestriatal, mesolimbico y mesocortical.

X. Perspectivas

Debido a que no encontramos alteraciones en la conducta ni en las concentraciones
de DA y sus metabolitos en los sistemas dopaminérgicos después de 14 meses de
exposicién, valdria la pena hacer dicho analisis en una etapa mas temprana de

desarrollo, en este caso, después del primer mes donde se observé que los sujetos

73



expuestos tanto a 1 mg como a 10 mg de ATR/kg de peso presentaban
hipoactividad en comparacién con el grupo control y evaluar si dichas alteraciones
se correlacionan con cambios en las concentraciones de DA en el STR como se ha

reportado previamente en machos.

En cuanto a los resultados de la prueba de habituacion/discriminacion olfativa,
valdria la pena realizar otro estudio en el cual podamos evaluar las concentraciones
de DA en el bulbo después de una administracién oral cronica de ATR, asi como
posibles dafios a nivel anatdbmico en dicha estructura y con ello averiguar los
posibles mecanismos por los cuales la ATR administrada de forma oral pueda

afectar la discriminacioén olfativa.
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